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Luskavica je kronična kožna bolezen, ki prizadene približno 2 % svetovne populacije. 
Značilen bolezenski pojav je prekomerno luščenje povrhnjice. Za njeno zdravljenje 
uporabljamo dermatike in fototerapijo, v hujših primerih pa sistemsko terapijo. Ena od 
zdravilnih učinkovin za dermalno uporabo je sintetični derivat vitamina D3 kalcipotriol, ki 
zavira aktivnost limfocitov T in kožnih celic ter s tem zmanjšuje luščenje kože. Podatkov o 
njegovi stabilnosti je malo, zaradi nezdružljivosti pa ga ne moremo kombinirati s salicilno 
kislino. Ker ima salicilna kislina keratolitične lastnosti bi z njo dosegli sinergistični učinek 
kombinacije (luskavico bi zdravili po dveh poteh), dodatno pa bi olajšala prehod 
kalcipotriola v globje plasti kože. 
Zaradi pomanjkanja literaturnih podatkov smo sistematično preučili stabilnost kalcipotriola 
in ovrednotili njegovo združljivost s salicilno kislino. Osnova za vrednotenje je bila 
ustrezna stabilnostno-indikativna metoda tekočinske kromatografije visoke ločljivosti 
(HPLC-UV), ki smo jo najprej ustrezno ovrednotili in potrdili njeno primernost za 
namenjeno uporabo. Bazične raziskave stabilnosti kalcipotriola smo izvedli v raztopinah. 
Ugotovili smo, da je zelo nestabilen v vodnih raztopinah, njegova koncentracija pa dodatno 
upade pri višjih temperaturah, v prisotnosti kovinskih ionov, oksidantov, v kislih in 
bazičnih pogojih ter ob dodatku salicilne kisline. Stabilnost kalcipotriola smo izboljšali z 
uporabo metanola kot topila, v katerem je tudi v kombinaciji s salicilno kislino stabilnejši 
kot v vodnih raztopinah. 
V nadaljevanju smo ugotavljali v kolikšni meri salicilna kislina destabilizira kalcipotriol v 
različnih formulacijah, ki jih najdemo na slovenskem tržišču. Pred pripravo kombinacij 
komercialnih izdelkov s kalcipotriolom in salicilne kisline smo razvili postopek za 
ekstrakcijo kalcipotriola iz mazila in dermalne raztopine Sorel. Destabilizacijski učinek 
salicilne kisline smo preverili pri različnih temperaturah in koncentracijah in ugotovili, da 
se ob terapevtski koncentraciji salicilne kisline, kalcipotriol v obeh farmacevtskih oblikah 
skoraj v celoti pretvori že po enem dnevu shranjevanja pri sobni temperaturi. Njegovo 
stabilnost smo povečali z zmanjšanjem koncentracije salicilne kisline, s čimer pa 
zmanjšamo tudi njen učinek. Prav tako smo pri obeh oblikah zdravila Sorel ugotovili 
temperaturno odvisnost stabilnosti, ki se je zmanjšala pri povišani temperaturi.  
 
Ključne besede: luskavica, dermatiki, kalcipotriol, salicilna kislina, stabilnost, 




Psoriasis is a chronic skin condition, which affects approximately 2 % of the world 
population. A typical clinical occurrence is excessive peeling of the epidermis. For 
treatment we use dermatics and phototherapy and in severe cases systemic therapy. One of 
the active ingredients for dermal use is a synthetic analog of vitamin D3 calcipotriol, which 
inhibits the excessive activity of T lymphocytes and skin cells, therefore reducing skin 
peeling. There is little available data on its stability and because of incompatibility, we 
cannot combine it with salicylic acid. Due to the keratolytic properties of salicylic acid we 
would achieve a synergistic effect of the combination (treatment of psoriasis by two 
pathways), as well as increased calcipotriol penetration into deeper layers of the skin.  
Since literature data on calcipotriol stability is quite limited, we systematically studied its 
stability and evaluated its compatibility with salicylic acid. Evaluation was based on a 
stability-indicating high-performance liquid chromatography (HPLC-UV) method, which 
was beforehand evaluated, thus confirming its suitability for the intended use. A 
preliminary stability study of calcipotriol was performed on solutions. We concluded that 
calcipotriol is very unstable in aquatic solutions, furthermore, its concentration additionally 
declined at elevated temperatures, in the presence of metal ions, oxidants, in acidic and 
alkaline conditions, and with the addition of salicylic acid. The stability of calcipotriol was 
improved by using methanol as solvent, where even in combination with salicylic acid, it 
remained stable in comparison with aquatic solutions.  
Subsequently, the destabilizing effect of salicylic acid on calcipotriol was evaluated in 
formulations, found in Slovenia. Before preparing the combinations of commercial 
preparations with calcipotriol and salicylic acid, a calcipotriol extraction procedure from 
ointment and dermal solution Sorel was developed. The destabilizing effect of salicylic 
acid was evaluated at different temperatures and concentrations. We found that the 
therapeutic concentration of salicylic acid caused total calcipotriol degradation in both 
formulations after only one day of storage at room temperature. The stability was improved 
with lowering the concentration of salicylic acid, which consequently lowers its efficiency. 
Additionally, we established temperature depended stability in both forms of Sorel 
medication, which lowered at higher temperatures. 






ACN – acetonitril 
DR – dermalna raztopina 
DV – destilirana voda 
EDTA – etilendiamintetraocetna kislina 
GIT – gastrointestinalni trakt 
HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
IL – interlevkin  
Kalc. – kalcipotriol  
MeOH – metanol  
MQ – voda MilliQ  
OR – osnovna raztopina 
RSD – relativni standardni odklon 
SA – salicilna kislina 
SR – standardna raztopina 
THF – tetrahidrofuran  
UZ – ultrazvok  
VDR – receptor za vitamin D  
VV – vodovodna voda 









1.1 LUSKAVICA  
Luskavica je pogosta, imunsko pogojena kronična bolezen kože, ki v nekaterih primerih 
prizadene tudi sklepe [1]. Pojavnost bolezni ocenjujejo na 2 % svetovne populacije. 
Najpogostejša oblika luskavice, to je psoriasis vulgaris se pojavi v 90 % primerov in se na 
koži izrazi z luskastimi, srebrnobelimi, odebeljenimi, eritematoznimi plaki, bolniki pa 
poročajo o razdraženi, srbeči in včasih krvaveči koži [2, 3]. Klinična slika je odvisna od 
intenzivnosti in oblike bolezni. Pri milejših obliki se žarišča pojavijo le na določenih 
predelih kože, najpogosteje na komolcih, kolenih in hrbtu, v hujših primerih pa je prizadeta 
večja površina telesa [4].  
Preglednica I: Oblike luskavice z glavnimi značilnostmi [1]. 
Psoriasis vulgaris ali 
luskavica v plakih 
Lezije, prekrite s srebrnobelimi luskami 
Gutatna ali kapljična 
luskavica 
Luskaste lezije v obliki kapljic 
Inverzna luskavica Pojav na pregibih kože, eritematozne lezije 
Pustulozna luskavica Lezije s pustulami z belim izločkom  
Ertitrodermalna luskavica 
Najhujša oblika, eritematozne spremembe na koži, ki zajemajo 90 % ali več 
celotne površine telesa, izguba las, spremembe nohtov, sistemski učinek 
(povišana telesna temperatura, dehidracija, nespečnost, zapleti s srcem, …) [5] 
 
Glede na starost, pri kateri se pojavi, delimo luskavico na dva tipa. Tip I ali zgodnja 
luskavica se pojavi do 40. leta starosti. Je pogostejša in težja oblika bolezni z obsežnejšimi 
spremembami na koži, v večini primerov je pogojena z genetskim zapisom posameznika. 
Tip II ali pozna luskavica se pojavi po 40. letu, kožne spremembe so manj obsežne kot pri 
tipu I, pogostejše pa so spremembe na nohtih in prizadetosti sklepov. Običajno ni genetsko 
pogojena [6]. 
Vzroki za nastanek luskavice še niso v celoti raziskani, vemo pa, da na njen pojav vplivajo 
notranji in zunanji dejavniki. Glavni notranji dejavnik je genski zapis oz. lokus PSORS1 
(ang. Psoriasis susceptibility gene 1 oz. gen za dovzetnost za luskavico 1), ki  vsebuje alel 
HLA-Cw6. Omenjen alel je prisoten pri 60 % bolnikov z luskavico, hkrati pa poveča 
tveganje za razvoj bolezni pri zdravih posameznikih [3]. Med notranje dejavnike, ki 
pripomorejo k pojavu ali razvoju bolezni pa štejemo še debelost, hipertenzijo in psihološki 
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stres. Zunanji dejavniki oziroma dejavniki okolja so razne okužbe z bakterijami in virusi, 
življenjski slog (kajenje, uživanje alkohola, prehrana), izpostavljenost soncu, mehanske 
poškodbe kože in nekatera zdravila [7]. Omenjeni notranji in zunanji dejavniki lahko 
posredno ali neposredno vplivajo na imunski sistem, ta pa nato bistveno na pojavnost in 
potek bolezni. Prekomerna aktivnost limfocitov T sproži povečanje obsega in hitrosti 
zorenja keratinocitov v psoriatični koži. V primerjavi z normalno kožo, kjer proliferira 60 
% keratinocitov, proces njihovega zorenja pa v povprečju traja 311 ur, v psoriatični koži 
skoraj 100 % keratinocitov proliferira, čas zorenja pa se skrajša na 36 ur. Mehanizem 
hiperproliferacije se prične s sproščanjem citokinov IL-7 in IL-15 iz keratinocitov (zaradi 
prej naštetih vzrokov, npr. poškodbe kože, stresa, …). Dendritične celice kot antigene 
predstavljajoče celice prenesejo aktivacijski signal do limocitov T v perifernih bezgavkah, 
ki nato dozorijo in s sistemskim obtokom dosežejo prizadeti del kože. Pri tem se sproščajo 
vnetni dejavniki in posledično pride do vnetja kožnega tkiva ter hiperproliferacija 
keratinocitov. Epidermis se zaradi hitro dozorevajočih keratinocitov zadebeli in odlušči v 
obliki srebrnobelih lusk, pod katerimi so zaradi izpostavljenega dermisa vidne 
eritematozne lezije [8]. 
Luskavico danes zdravimo z različnimi dermalnimi terapijami in lokalno fototerapijo, v 
hujših primerih pa sistemsko. Zdravljenje poteka v treh stopnjah, ob upoštevanju 
intenzivnosti in tipa bolezni, dostopnosti zdravil ter stanja bolnika. Intenzivnost bolezni 
opredelimo glede na odstotek prizadete kože na celotni površini telesa. Pri blagi obliki je 
prizadetih <5 % kože, pri zmerni od 5 % do 10 %, pri hudi pa >10 % [9].  
1. Dermalna terapija 
 S kortikosteroidi za dermalno uporabo: so vazokonstriktorji, zavirajo proliferacijo, 
delujejo protivnetno in imunosupresivno. Vežejo se na znotrajcelične 
kortikosteroidne receptorje in s tem uravnavajo transkripcijo genov, ki kodirajo 
vnetne citokine. Pri načrtovanju terapije je potrebno upoštevati učinkovitost 
kortikosteroidov. Manj učinkovite uporabljamo na tanjši in občutljivi koži ter pri 
blažjih oblikah luskavice,  učinkovitejše pa na debelejših plakih. Močneje 
delujoče kortikosteroide uporabljamo v obdobju do dveh tednov, nato pa jih 
moramo zamenjati z blažjimi ali pa prekiniti terapijo. Uporabljamo jih lahko v 
različnih formulacijah, učinkoviti so tudi v obliki losjona, gela ali pene, pri 
luskavici lasišča. Možni neželeni učinki tovrstne terapije so atrofija kože v obliki 
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strij, teleangiektazije (razširjene kapilare, najpogosteje na nogah) in sekundarne 
okužbe. Ob podaljšani uporabi ali ob prevelikih odmerkih topikalnih 
kortikosteroidov lahko pride do njihove sistemske absorpcije [10]. 
 Z analogi vitamina D3: imajo protivnetno delovanje in zavirajo celično 
proliferacijo z vezavo na znotrajcelične receptorje za vitamin D. V primerjavi z 
vitaminom D imajo njegovi analogi izboljšan učinek. Kalcipotriol je med tremi 
analogi, ki se uporabljajo za zdravljenje luskavice, najbolj učinkovit. Na voljo je v 
obliki mazila, kreme in raztopine, in sicer v koncentraciji 50 mg/L. Njegovi učinki 
so primerljivi z delovanjem srednje in visoko učinkovitih kortikosteroidov, a z 
manj neželenimi učinki. V kombinacijah s kortikosteroidi pa je učinkovitost 
terapije seveda večja od tiste, ki jo dosežemo z uporabo posameznih zdravilnih 
učinkovin. Najpogostejši neželeni učinek kalcipotriola je draženje kože. Ostala 
dva analoga vitamina D, kalcitriol in takalcitol se uporabljata le v obliki mazila. 
Imata pa podoben, a blažji učinek kot kalcipotriol, poleg tega pa tudi manj dražita 
kožo. Pogosteje se uporabljata na tanjši in bolj občutljivi koži [10]. 
 S salicilno kislino: je keratolitik, ki deluje po dveh poteh. Prva povzroča 
zmanjšanje kohezije kožnih celic z raztapljanjem adhezivnega materiala, druga pa 
znižanje pH poroženele plasti kože (stratum corneum) in povečanje hidratacije ter 
s tem mehčanje kože. Uporablja se v obliki paste, kreme, mazila ter raztopine, in 
sicer v koncentraciji od 2 do 6 %. Nanaša se na predele kože z odebeljeno 
povrhnjico, kot so dlani in podplati ter na predele s psoriatičnimi plaki. Izogibamo 
pa se njeni uporabi na genitalijah, sluznicah in očeh. Za zdravljenje luskavice jo 
uporabljamo bodisi samostojno ali v kombinaciji s kortikosteroidi, saj zaradi 
keratolitičnega delovanja izboljša njihovo prehajanje v kožo [10].  
 Z retinoidi za dermalno uporabo: tazaroten je derivat vitamina A in prvi sintetični 
topikalni retinoid, namenjen zdravljenju luskavice. Deluje preko vezave na 
znotrajcelični receptor, s prenosom v jedro pa vpliva na transkripcijo genov. 
Zmanjša celično proliferacijo, normalizira diferenciacijo keratinocitov in zmanjša 
vnetje. Uporablja se v obliki gela ali kreme, v koncentraciji 0,05 % ali 0,1 %. 
Izboljšano učinkovitost izkazuje v kombinaciji s kalcipotriolom in kortikosteroidi. 
Njegov glavni neželeni učinek je draženje kože, zato se odsvetuje uporaba na 
občutljivih predelih [10]. 
4 
 
 Z antralinom: je derivat naravne zdravilne učinkovine antrakinona, ki ga 
pridobivajo iz drevesa araroba [11]. Zmanjša proliferacijo in normalizira celično 
diferenciacijo, inaktivira limfocite T (imunosupresivno delovanje). Uporablja se v 
obliki mazil, do koncentracije 3 %, pri čemer ga je potrebno spirati s kože. Ob 
prvi uporabi ga pustimo na koži 5 min, nato pa čas nanosa dnevno podaljšujemo 
za 5 min, vse dokler bolnik ne poroča o blagem draženju kože. Njegova 
učinkovitost je primerljiva z učinkovitostjo analogov vitamina D, a je manjša od 
visoko učinkovitih kortikosteroidov. Antralin pogosto kombinirajo s salicilno 
kislino, ki ga stabilizira in izboljšuje njegov prehod v kožo. Najpogostejši 
neželeni učinek pri njegovi uporabi je draženje kože. Zato je potrebna previdnost, 
saj lahko pusti madeže tako na koži kot na oblačili in predmetih. Če so psoriatične 
lezije dobro vidne, lahko mazilo z antralinom nanesemo natančno, okoliško 
neprizadeto kožo pa predhodno zaščitimo s cinkovo pasto [10]. 
2. Fototerapija  
Je varna, učinkovita in dostopna metoda zdravljenja luskavice brez sistemskih 
neželenih učinkov. Večinoma se uporablja za zdravljenje stabilne luskavice v plakih. 
Pri blagi in zmerni obliki luskavice se lahko uporablja kot monoterapija, v hujših 
primerih pa jo lahko kombiniramo s sistemskimi zdravili. Pred začetkom terapije je 
potrebno zbrati informacije o obliki, intenzivnosti in lokaciji psoriatičnih lezij, saj bi 
z napačno izbiro svetlobe lahko povzročili eritem, opekline, staranje kože in ostale 
poškodbe, hkrati pa bi bila učinkovitost zdravljenja zmanjšana. Uporabljata se dva 
tipa UV svetlobe, in sicer UVB, z valovnima dolžinama 311 nm in 308 nm ter UVA, 
z valovnimi dolžinami 320 – 400 nm. Prva izbira pri lezijah, ki pokrivajo >10 % 
telesne površine, je, zaradi učinkovitosti in varnosti, UVB svetloba. Terapijo z UVA 
svetlobo pa izvajajo z uporabo učinkovine psoralen, ki poveča občutljivost kože 
nanjo. Psoralen lahko bolniki bodisi zaužijejo ali pa ga uporabijo v predhodni kopeli 
[12]. 
3. Sistemska terapija 
Uporablja se v primerih zmernih in hudih oblik luskavice, ko monoterapija z 
dermatiki ali fototerapija ne zadostuje. Zdravilne učinkovine se aplicirajo v obliki 
tablet ali pa subkutano ali intravensko, kar izboljša učinek zdravljenja, predstavlja pa 
večje tveganje zaradi neželenih učinkov [3]. Učinkovine, ki jih uporabljamo za 
sistemsko zdravljenje luskavice so: 
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 Acitratin: je retinoid oz. derivat vitamina A, ki ga uporabljamo v obliki trdnih 
farmacevtskih izdelkov. Vpliva na transkripcijo genov in s tem uravnava 
proliferacijo ter normalizira diferenciacijo keratinocitov. Kot monoterapijo ga 
uporabljamo pri pustulozni in eritrodermalni luskavici, v primeru luskavice v 
plakih pa deluje najbolje v kombinaciji s fototerapijo. Najpogostejši neželeni 
učinek pri njegovi uporabi je heilitis (otekanje ustnic). Zaradi potencialne 
teratogenosti se ne sme uporabljati med nosečnostjo in dojenjem [3].  
 Metotreksat: je analog folne kisline. Deluje imunosupresivno in citostatično. 
Blokira sintezo timidina in purina, kar ovira sintezo DNA in sproži apoptozo 
aktiviranih limfocitov T. Lahko ga zaužijemo v obliki tablet ali pa apliciramo 
subkutano. Metotreksat ima resne neželene učinke, med katere sodijo slabost, 
povečanje koncentracije transmitaz v jetrih in levkopenijo (znižanje števila 
levkocitov v krvi). Je tudi teratogen [3]. 
 Ciklosporin: deluje imunosupresivno na limfocite T, pri čemer zmanjša sproščanje 
vnetnih dejavnikov. Zaradi številnih neželenih učinkov, med katerimi sta 
toksičnost za ledvice in pojav nemelanomskega raka kože, ga lahko uporabljamo 
le krajši čas [3]. 
 Estri fumarinske kisline: so imunosupresivi s protivnetnim učinkom. V uporabi se 
kombinacije dimetil fumaratov in monoetil fumaratov. Učinkoviti so pri luskavici 
v plakih, psoriatičnem artritisu in luskavici nohtov. Neželeno učinkujejo na 
gastrointestinalni sistem, lahko pa tudi zmanjšajo število levkocitov v krvi [3]. 
 Apremilast: je novejša zdravilna učinkovina, ki zmanjša izražanje vnetnih 
citokinov in s tem vnetne procese v keratinocitih, kar pripomore k njihovi 
počasnejši proliferaciji in diferenciaciji. Neželeni učinki ob uporabi apremilasta so 
dokaj blagi in se v večini primerov umirijo s časom. Med njimi omenimo vpliv na 
GIT (slabost in driska) ter na respiratorni sistem (okužbe in otekanje dihalnih poti 
v nosu in grlu – prehlad) [3]. 
 Biološka zdravila: so prav tako novejša zdravila v terapiji luskavice, in sicer 
monoklonska protitelesa in rekombinantni receptorski proteini. Zato, ker ciljajo 
posamezne oziroma specifične tarče (vnetne signalizacijske poti oz. citokini, 
efektorski limfociti T), je pri njihovi uporabi manjša možnost pojava neželenih 
učinkov v primerjavi z ostalimi oblikami sistemskih zdravil. Njihova 
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pomanjkljivost pa sta visoka cena ter izključno intravenska ali subkutana 
aplikacija [3]. 
1.2 VITAMIN D IN KALCIPOTRIOL 
1.2.1 Vitamin D 
Vitamin D je lipofilen in se nahaja v dveh oblikah, kot ergokalciferol (D2) in holekalciferol 
(D3). Posebnost vitamina D3 v telesu je njegova biosinteza pod vplivom UVB sevanja. Ta 
proces se prične v povrhnjici kože po izpostavljenosti svetlobi z valovno dolžino od 290 do 
320 nm [13]. V kožnih celicah se fotolabilni provitamin D3 (7-dihidroholesterol) pretvori v 
previtamin D3, pri tem pa nastanejo še drugi presnovki. Zato je učinkovitost pretvorbe 
razmeroma majhna, saj se v previtamin D3 spremeni le 10 – 15 % provitamina. V 
nadaljevanju pa previtamin izomerizira v vitamin D3, ki se veže na transportni protein in 
prenese v jetra. Sledi prva hidroksilacija in njegova pretvorba v kalcidiol, druga 
hidroksilacija pa poteče v ledvicah, pri čemer nastane aktivni metabolit kalcitriol [14]. 
Fiziološka funkcija vitamina D3 oziroma njegovega aktivnega metabolita kalcitriola je 
uravnavanje absorpcije kalcija iz črevesja in ohranjanje serumskih koncentracij kalcija in 
fosfata. Pomemben je za normalno mineralizacijo kosti. Z delovanjem preko receptorjev za 
vitamin D ima pomembno vlogo tudi pri nadzoru rasti celic, delovanju imunskega sistema 
in nevromišičnih stikov (preprečuje krče zaradi hipokalcemije). Najboljše merilo za 
zadostne fiziološke količine D3 je serumska koncentracija njegovega metabolita kalcidiola. 
Pomanjkanje vitamina D je lahko posledica premajhne izpostavljenosti soncu, 
nezadostnega vnosa vitamina v telo s prehrano, nezadostne absorpcija ali neučinkovite 
sinteze v koži, kot tudi povišane fiziološke potrebe po njem ter njegovega povečanega 
izločanja. V povezavi s prehrano njegovo pomanjkanje običajno povezujemo z alergijo na 
mleko (laktozna intoleranca), veganstvom in določenimi oblikami vegetarijanstva, kjer se 
posameznik izogiba uživanju mleka in mlečnih izdelkov. Zaradi pomembne vloge pri 
normalnem razvoju kosti, vodi pomanjkanje vitamina D v otroštvu do krhkih, mehkih in 
včasih tudi deformiranih kosti. Pri odraslih postanejo kosti zaradi pomanjkanja vitamina D 




Kalcipotriol je sintetični derivat vitamina D3 (modifikacija stranske verige), ki spada med 
seko-sterole (Slika 1). Pri sobni temperaturi je v obliki belega prahu, z molekulsko maso 
412,6 g/mol. Njegova topnost v vodi je 0,0135 g/L [16]. 
 
Slika 1: Kemijska struktura kalcipotriola; povzeto po [16]. 
Kalcipotriol se uporablja za dermalno terapijo luskavice. V koži tekmuje z vitaminom D3 
za vezavno mesto na receptorju za vitamin D. Njuna afiniteta do receptorja je primerljiva. 
Kalcipotriol ima, zaradi hitrejše pretvorbe v neaktivne metabolite, bistveno zmanjšano 
vlogo v metabolizmu kalcija (>1 % v primerjavi s kalcitriolom) [10]. 
Mehanizem delovanja kalcipotriola na psoriatično kožo še ni popolnoma raziskan. Veže se 
na jedrni receptor za vitamin D (VDR) v celicah, kar sproži transkripcijo tarčnih genov ter 
posledično upočasni proliferacijo in spodbudi diferenciacijo kožnih celic. Omenjeni 
receptor se nahaja v keratinocitih in v celicah imunskega sistema. V limfocitih T, ki so 
prisotni v psoriatični koži, vezava kalcipotriola na VDR zavira njihovo aktivacijo. 
Kalcipotriol se veže tudi na receptorje v dendritičnih celicah, kjer zavira sintezo 
provnetnega citokina IL-12 in spodbuja nastajanje protivnetnega  IL-10, kar še dodatno 
prispeva k upočasnitvi aktivacije limfocitov T. Kalcipotriol torej deluje lokalno 
imunosupresivno in protivnetno ter zavira proliferacijo keratinocitov [17]. 
Uporaba kalcipotriola do koncentracije 0,005 % v izdelkih za zdravljenje luskavice naj bi 
bila, glede na  ugotovitve študije, izvedene na otrocih in odraslih, varna v daljšem obdobju, 
in sicer v primeru nanosa na kožo dvakrat na dan [18]. Pri tem pa je potrebno upoštevati 
pogojenost varnosti z odmerkom, in sicer kot grami mazila, ki se nanaša v obdobju enega 
8 
 
tedna na kvadratni meter površine telesa. Za varno uporabo odrasli ne smejo prekoračiti 
odmerka 50 g pripravka/teden/m², otroci pa 45 g/teden/m² [18]. Glede na izsledke novejše 
raziskave pa naj bi bila njegova uporaba varna do koncentracije 0,003 %, in sicer ob 
nanosu dvakrat na dan [19]. Pri povišanih odmerkih lahko namreč kalcipotriol vpliva na 
homeostazo fosforja v telesu in na delovanje ledvic [19]. 
Kalcipotriol se v terapiji luskavice lahko uporablja kot monoterapija ali pa v kombinacijah. 
Kot edino zdravilno učinkovino (ZU) ga na slovenskem trgu vsebujejo zdravila Sorel in 
Davionex [20]. Kalcipotriol pogosto kombinirajo s kortikosteroidi. Pri tem lahko 
kombiniramo dva različna izdelka, in sicer enkrat dnevno nanašamo farmacevtski 
pripravek s kalcipotriolom, enkrat pa pripravek s kortikosteroidi [21]. Druga možnost pa je 
uporaba enega pripravka, ki vsebuje obe ZU. Na slovenskem tržišču so na voljo 
kombinacije kalcipotriola in betametazona, in sicer v pripravkih Daviobet, Enstilum, 
Psipot, Xamiol in Sorel combo [20]. Z uporabo kombinacij izboljšamo učinkovitost obeh 
ZU, obenem pa zmanjšamo tudi neželeni učinek draženja kože s kalcipotriolom [21]. 
Kalcipotriol pa je nezdružljiv s salicilno kislino, saj ga nizek pH inaktivira. Predlagana 
možnost uporabe teh dveh ZU je nanašanje vsake od njiju z zamikom, torej eno ZU 
uporabimo zjutraj, drugo pa zvečer [10]. 
Prav tako kot mehanizem delovanja kalcipotriola, ni popolnoma raziskana tudi njegova 
stabilnost. Pri pregledu literature smo iskali podatke o njegovi stabilnosti v raztopinah. V 
literaturi navajajo, da je raztopina kalcipotriola stabilna v alkalnem in nestabilna v kislem 
okolju, ter da sta s salicilno kislino (SA) nezdružljiva [22, 10]. Nekoliko več literaturnih 
virov glede stabilnosti smo našli za strukturno podobnega predhodnika kalcipotriola, 
vitamin D3. Vitamin D3 je v trdni obliki (bel prah) stabilen pri sobni temperaturi in 
nestabilen pri  40 °C ter pri povišani vlagi [23]. V raztopinah na njegovo nestabilnost 
vpliva prisotnost oksidantov in kovinskih ionov, izbira topila (bolj je nestabilen v vodi kot 
v organskih topilih), povišana temperatura ter vrednost pH (najbolj nestabilen je v kislem) 
[24]. Za razliko od kalcipotriola je nestabilnost vitamina D3 v prisotnosti SA dobro opisana 
in kvantitativno ovrednotena v literaturi. Ugotovili so, da sta na nestabilnost vitamina D3 v 
raztopini SA in natrijevega salicilata (pH = 5) pomembno vplivala temperatura in dodatek 
stabilizatorjev (vitamin E) [25]. Vitamin D3 so v prisotnosti SA raziskovalci uspešno 
stabilizirali tako, da so ga vgradili v oljno fazo emulzije O/V z dodatkom površinsko 
aktivnih snovi, ki so zmanjšale stik s kislo vodno fazo s SA [25].  
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2. NAMEN DELA  
Namen diplomskega dela je ovrednotiti stabilnost sintetičnega derivata vitamina D₃, 
kalcipotriola, ki se uporablja za terapijo luskavice. Preverili bomo tudi njegovo 
združljivost s salicilno kislino, ki se prav tako uporablja pri zdravljenju luskavice, a ima 
drugačen mehanizem delovanja, zato bi lahko z uporabo njune kombinacije dosegli 
sinergistično delovanje in izboljšali učinkovitost terapije. Ker smo pri pregledu literature 
našli  zelo pomanjkljive podatke o stabilnosti kalcipotriola, bomo najprej preverili njegovo 
stabilnost v raztopinah kot enostavnih sistemih. Te bodo vsebovale tako sam kalcipotriol 
kot tudi njegove kombinacije s salicilno kislino. Nato bomo vrednotenje njegove 
stabilnosti in ugotavljanje združljivosti s salicilno kislino prenesli tudi na končne 
farmacevtske izdelke, in sicer  mazilo in dermalno raztopino Sorel. Za določanje stabilnosti 
kalcipotriola bomo uporabili predhodno razvito analizno metodo HPLC-UV, ki jo bomo 
ustrezno ovrednotili po smernici za validacijo analiznih metod (določanje specifičnosti, 
linearnosti, točnosti, natančnosti). 
 
V prvem delu diplomskega dela bomo v raztopinah kalcipotriola preučili vplive različnih 
dejavnikov na njegovo stabilnost, in sicer: uporabljenega topila (voda MilliQ, destilirana 
voda, vodovodna voda in metanol), temperature shranjevanja (sobna temperatura in 40 °C), 
izpostavljenosti svetlobi, dodatka vodikovega peroksida, dodatka močne kisline in baze, 
vpliva pH (v območju 1 do 8) ter kovinskih ionov. Vplive nekaterih od omenjenih 
dejavnikov pa bomo preverili tudi na raztopinah s kombinacijami kalcipotriola in salicilne 
kisline. Poleg tega bomo dodatno ugotavljali tudi vplive različnih koncentracij salicilne 
kisline na stabilnost kalcipotriola. 
 
V drugem delu diplomskega dela pa bomo najprej razvili postopek ekstrakcije kalcipotriola 
iz mazila in dermalne raztopine Sorel, pri čemer bomo izbrali primerno topilo in 
optimizirali celoten postopek. Nato bomo v okviru stabilnostne študije v omenjeno mazilo 
in dermalno raztopino dodali različne koncentracije salicilne kisline ter spremljali 
stabilnost pripravkov v obdobju enega meseca, dobljene rezultate pa primerjali s 
kontrolnimi vzorci brez dodane salicilne kisline. Preiskovane vzorce bomo shranjevali pri 
različnih temperaturah. Osredotočili se bomo na destabilizacijski učinek salicilne kisline, 




3. MATERIALI IN METODE  
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Uporabljeni reagenti, topila in standardi 
 Acetonitril, C2H3N, M = 41,05 g/mol, za HPLC, ≥ 99,9 % (Honeywell, Riedel-de 
Haën, ZDA)  
 Destilirana voda, Fakulteta za farmacijo 
 Etilendiamintetraocetna kislina, C10H14N2Na2O6 × 2H2O, M = 372,24 g/mol, ≥ 99,9 
% (Merck, Nemčija) 
 Fosforjeva(V) kislina, H3PO4, M = 98,00 g/mol, 85 % (Merck, Nemčija) 
 Kalcipotriol, C27H40O3, M = 412,60 g/mol, ≥98,3 %  (Biosynth Carbosynth, Velika 
Britanija) 
 Kalijev dihidrogenfosfat, KH2PO4, M = 136,08 g/mol, ≥99,5 % (Merck, Nemčija) 
 Klorovodikova kislina, HCl, M = 36,46 g/mol, Titrisol® za pripravo 1 M raztopine 
(Merck, Nemčija) 
 Metanol, CH4O, M = 32,04 g/mol, za HPLC (Honeywell, Riedel-de-Haën, ZDA)  
 Voda Milli-Q, Fakulteta za farmacijo 
 Natrijev dihidrogenfosfat monohidrat, Na2HPO4 × H₂O, M = 137,99 g/mol (Merck, 
Nemčija) 
 Natrijev hidroksid, NaOH, M = 40,00 g/mol, Titrisol® za pripravo 1 M raztopine 
(Merck, Nemčija) 
 Salicilna kislina, C7H6O3, M = 138,121 g/mol, ≥99,9 % (Merck, Nemčija) 
 Vodikov peroksid, H2O2, 30,0 %, M = 34,01 g/mol (Sigma – Aldrich, ZDA) 
 Vodovodna voda, Fakulteta za farmacijo 
 
3.1.2 Naprave in pribor 
 Analitska tehtnica Excellence Plus (Mettler Toledo, Švica) 
 Avtomatske pipete, 20 – 200 µL in 100 – 1000 µL (Eppendorf, Nemčija) 
 Filtri iz regenerirane celuloze z velikostjo por 0,45 μm (Sartorius, Nemčija) 
 Hladilnik (Gorenje, Slovenija) 
 Sistem HPLC, Agilent 1100/1200 Series, (Agilent Technologies, ZDA): kvarterna 
črpalka, avtomatski vzorčevalnik, detektor UV-VIS, termostat za kolono in 
programska oprema ChemStation 
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 Klimatski komori VC 4034 (Votsch, Nemčija) in ICH 260L (Memmert, Nemčija) 
 Kolona Luna C18(2) 100Å 150 × 4,6 mm, 5 µm s predkolono Luna C18 4 × 3 mm 
(Phenomenex, ZDA) 
 Magnetno mešalo, Ikamag RO 5 power (IKA Werke, Nemčija) 
 Ostalo: Parafilm M 
 pH meter SevenCompact pH/Ion (Mettler Toledo, Švica) 
 Unguator Cito Unguator® B/R (Gako, Nemčija) 
 Sistem za pripravo vode MQ, MilliQ A10 Adventage (Milipore Corporation, ZDA)  
 Steklovina (čaše, čolnički za tehtanje, merilne bučke, spatule, viale, zamaški) 
 Ultrazvočni kadički Sonis 4 (Iskra Pio, Slovenija) in Bendelin Sonorex (Bendelin, 
Nemčija) 
 Vibracijsko mešalo Vibromix10 (Tehtnica, Slovenija) 
 
3.1.3 Farmacevtski izdelki s kalcipotriolom 
 Mazili Sorel, 30 g in 120 g, kalcipotriol 0,05 mg/g (Lek, Slovenija)  
 Dermalna raztopina Sorel,60 mL, kalcipotriol 50 μg/mL (Lek, Slovenija) 
 
3.2  ANALIZNA METODA 
3.2.1 Instrumentalna metoda HPLC 
Za določanje vsebnosti kalcipotriola v vzorcih smo uporabili metodo HPLC, ki so jo 
predhodno razvili v Laboratoriju za stabilnost zdravil na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. 
Uporabili smo topila, namenjena analizi s HPLC, vodo MilliQ pa smo pred analizo 
razplinili z uporabo ultrazvočne kadičke. 
Kromatografski pogoji metode: 
 Predkolona: Luna C18 4 × 3 mm, Phenomenex, ZDA 
 Kolona: Luna C18 (2) 150 × 4,6 mm, 5 µm, Phenomenex, ZDA 
 Mobilna faza: B: metanol, C: acetonitril, D: voda MilliQ; gradientno izpiranje 






Preglednica II: Gradient pretoka mobilne faze. 
Čas (min) %B %C %D 
0 35 35 30 
5 40 40 20 
7 45 45 10 
10 45 45 10 
10,1 35 35 30 
 
 Čas analize: 13 min 
 Pretok mobilne faze: 1 mL/min 
 Volumen injiciranja: 5 µL (le za DR) in 20 µL 
 Valovna dolžina detekcije: 265 nm 
 Temperatura kolone: 40°C 
 Retencijski čas kalcipotriola: približno 7,0 min 
 
3.3  PRIPRAVA VZORCEV ZA VREDNOTENJE METODE 
3.3.1 Priprava referenčne raztopine kalcipotriola 
Z uporabo analitske tehtnice smo na tehtalni čolniček natehtali 3 mg kalcipotriola, ga 
kvantitativno prenesli v 5 mL bučko, jo do oznake napolnili z MeOH ter tako dobili 
referenčno raztopino s koncentracijo 600 mg/L. 
3.3.2 Stresno testiranje 
Za izvedbo stresnih testov smo z redčenjem referenčne raztopine najprej pripravili 
standardno raztopino (v nadaljevanju SR) kalcipotriola s koncentracijo 100 mg/L v MeOH 
in jo nato, za namene stresnega testiranja, ustrezno redčili do koncentracije 10 mg/L. V 
vzorcih smo uporabili različna topila: vodo MQ (vpliv temperature in svetlobe), H2O2 
(vpliv oksidacije), HCl (kislinski razkroj) in NaOH (bazični razkroj). Vzorce smo pomerili 
ob času 0 ter po 24 in 48 urah. Bili smo pozorni na hitrost razpada kalcipotriola in na 
morebitne interference v stresnih vzorcih, ki bi lahko motile njegovo analizo. 
Voda MQ: Vzorec smo pripravili s pipetiranjem 500 µL SR v 5 mL bučko in dopolnitvijo 
do oznake z vodo MQ. Pripravljeno raztopino smo prenesli v 6 vial, ki smo jih razdelili v 
tri skupine po dve viali. Prva skupina je bila kontrolna (25 °C, vzorci zaščiteni pred 
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neposredno sončno svetlobo), drugo smo izpostavili povišani temperaturi (vodna kopel, 60 
°C), tretjo pa neposredni sončni svetlobi. 
H2O2 v vodi MQ: Vzorec smo pripravili neposredno v viali; najprej smo vanjo pipetirali 
800 µL vode MQ, nato 100 µL SR in nazadnje dodali še 100 µL 30 % raztopine H2O2, 
tako, da je bila končna koncentracija H2O2 v vzorcu 3 %. 
0,1M HCl in 0,1M NaOH: Vzorca smo pripravili v vialah; k 800 µL vode MQ smo najprej 
dodali 100 µL 1M HCl ali NaOH, nato 100 µL SR ter pred analizo izvedli nevtralizacijo 
bodisi s 100 µL 1M NaOH ali HCl.  
3.3.3 Priprava vzorcev za vrednotenje instrumentalne metode 
Za vrednotenje linearnosti analizne metode smo odpipetirali 500 µL referenčne raztopine 
kalcipotriola, jo prenesli v 10 mL bučko in dopolnili do oznake z MeOH. S tem postopkom 
smo pripravili SR s koncentracijo 30 mg/L, ki je bila hkrati 100 % koncentracijska točka 
na umeritveni premici. Z nadaljnjim redčenjem smo, tako kot je navedeno v Preglednici 
III, neposredno v vialah pripravili še ostale kalibracijske vzorce. 
Preglednica III: Priprava kalibracijskih raztopin oziroma vzorcev.  








1 0,3 100 (10 % razt.) 900 
2 0,6 200 (10 % razt.) 800 
5** 1,5 500 (10 % razt.) 500 
10* 3 500 4500 
20 6 200 800 
30** 9 300 700 
40 12 240 360 
60 18 360 240 
80** 24 640 160 
100 30 1000 0 
*: 10 % raztopino smo pripravili v večjem volumnu z namenom priprave 5 %, 2 % in 1 % raztopine                                                                                         
**: kontrolni vzorci (QC) za vrednotenje ponovljivosti in točnosti analizne metode (v treh paralelah)  
Za vrednotenje točnosti, natančnosti in ponovljivosti smo po enakem postopku kot 
kalibracijske, pripravili tudi kontrolne vzorce (QC) z nizko, srednjo in visoko 
koncentracijo analita. Izbrali smo koncentracijske točke 5  %, 30 % in 80 %. Znotraj-
dnevno ponovljivost vzorcev smo preverili s pripravo treh paralel v vsaki koncentracijski 
točki, med-dnevno pa s pripravo paralel po enem in dveh dneh. 
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3.4  VALIDACIJA METODE HPLC 
Uporabljeno metodo HPLC smo vrednotili v skladu s smernico ICH za validacijo analiznih 
metod. Preverili smo specifičnost, linearnost, natančnost in točnost metode, ponovljivost 
injiciranja ter stabilnost vzorcev [26]. Vzorce za validacijsko vrednotenje metode smo 
pripravili po postopku, opisanem pod točko 3.3.3 in predstavljenem v Preglednici III. 
3.4.1 Specifičnost metode 
Specifičnost metode smo preverili s primerjavo kromatogramov vseh uporabljenih topil, 
raztopin standardov, mazilne podlage (Belobaza) in vzorcev, pripravljenih iz mazila Sorel. 
Pri tem smo bili pozorni na ločbo kromatografskih vrhov ter na morebitne interference 
kromatografskih vrhov uporabljenih topil in mazilne podlage, ki bi se morda eluirali ob 
enakih retencijskih časih kot vrh raztopine standarda kalcipotriola. Dodatno smo 
specifičnost vrednotili tudi v vseh stresnih vzorcih, kjer smo preverjali ločbe 
kromatografskih vrhov nastalih razgradnih produktov od osnovnega kromatografskega 
vrha kalcipotriola. 
3.4.2 Linearnost metode 
Linearnost smo vrednotili s pripravo sedmih kalibracijskih vzorcev v koncentracijskem 
območju od 0,30 mg/L do 30 mg/L. Na osnovi izmerjenih odzivov in koncentracij smo 
narisali točke umeritvene krivulje, rezultat pa podali z determinacijskim koeficientom ter 
enačbo regresijske premice. Za mejo sprejemljivosti smo postavili vrednost R² >0,999. 
3.4.3 Točnost in ponovljivost 
Točnost in ponovljivost kromatografske metode smo vrednotili znotraj treh dni validacije, 
na osnovi meritev izbranih kontrolnih vzorcev treh različnih koncentracij kalcipotriola 
(visoka 80 %, srednja 30 % in nizka 5 %), ki pokrivajo celotno analizno območje. 
Ugotavljali smo znotraj-dnevno in med-dnevno točnost in natančnost metode, dodatno pa 
tudi ponovljivost injiciranja. Koncentracije kalcipotriola v vzorcih smo izračunali s 
pomočjo umeritvenih premic. Točnost smo predstavili kot razmerje (%) med izračunano in 
dejansko izmerjeno koncentracijo kalcipotriola v vzorcih. Kriterij sprejemljivosti smo 
postavili na vrednosti 100 % ± 10 %. Preverili smo tudi točnost pri zmanjšanem volumnu 
injiciranja, in sicer 5 µL vzorca z visoko koncentracijo (QC 80 %), v primerjavi z 
nominalnim, 20 µL volumnom injiciranja. Rezultat smo podali v obliki razmerje (%). Za 
vrednotenje natančnosti pa smo uporabili relativne standardne odklone (RSD) med 
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različnimi paralelami vzorcev QC znotraj enega dneva ter med različnimi dnevi, pri čemer 
ti niso smeli biti >5 %. 
Ponovljivost injiciranja sistema HPLC smo vrednotili s šestkratnim injiciranjem po ene 
paralele kontrolnih vzorcev z nizko, srednjo in visoko koncentracijo analita (Preglednica 
III). Mejo sprejemljivosti smo postavili na vrednost RSD <2 %. 
3.4.4 Stabilnost  
Kontrolne vzorce (5 %, 30 % in 80 % koncentracija analita), ki smo jih shranjevali v 
avtomatskem vzorčevalniku pri 25 °C, smo pomerili ob času 0, po 24 in po 48 urah. Za 
vrednotenje stabilnosti smo izračunali razmerja med odzivoma po 24 urah ter 48 urah in 
odzivom v časovni točki 0. Rezultate smo podali v odstotkih, stabilnost kontrolnih vzorcev 
pa smo lahko potrdili, če je bilo odstopanje <5 %. 
 
3.5  PRIPRAVA VZORCEV ZA VREDNOTENJE STABILNOSTI 
KALCIPOTRIOLA V RAZLIČNIH RAZTOPINAH 
3.5.1 Dejavniki, ki vplivajo na stabilnost 
V nadaljevanju smo vplive različnih topil, temperatur, prisotnosti kovinskih ionov in 
koncentracij analita in salicilne kisline preverili v raztopinah tako samega kalcipotriola kot 
tudi njegovih kombinacij s salicilno kislino. Pred pripravo vzorcev smo najprej pripravili 
SR kalcipotriola ter raztopini salicilne kisline (SA) in raztopino EDTA (Preglednica IV). 
Končna priprava vzorcev pa je shematsko prikazana v Preglednici V. 
Preglednica IV: Priprava raztopin za vrednotenje stabilnosti kalcipotriola. 
OZNAKA SPOJINA NATEHTA (mg) TOPILO KONCENTRACIJA (mg/L) 
SR kalcipotriol 3 5 mL MeOH 600 
SA 1 salicilna kislina 6 5 mL MeOH 1200 




372 1000 mL MQ 372 
 
a) Vpliv topila in temperature 
Preverjali smo stabilnost raztopin kalcipotriola in njegovih kombinacij z SA v MeOH, vodi 
MilliQ (MQ), destilirani vodi (DV) in vodovodni vodi (VV). Vse vzorce smo pripravili v 5 
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mL merilnih bučkah. Iz posamezne bučke smo raztopino razdelili najprej v tri viale (sobna 
T), nato pa še v dve viali (izpostavitev 40 °C) in jih pomerili v različnih časovnih točkah. 
Med meritvami smo jih ustrezno shranjevali, bodisi pri sobni temperaturi in v klimatski 
komori pri 40 °C. Koncentracija kalcipotrola in SA v vzorcih je bila 6 mg/L, kar pomeni, 
da je bilo njuno masno razmerje 1 : 1.  
b) Vpliv prisotnosti kovinskih ionov 
Za vrednotenje vpliva kovinskih ionov smo pripravili vzorce raztopin kalcipotriola in 
njegovih kombinacij z SA v 1mM raztopini EDTA v vodi MQ, in sicer v 5 mL merilnih 
bučkah. Pripravili smo po tri paralele in jih pomerili v različnih časovnih točkah. 
Koncentraciji kalcipotriola in SA v končnih vzorcih sta bili po 6 mg/L. Rezultate smo 
primerjali z meritvami vzorcev raztopine kalcipotriola v vodi MQ, pri enakih 
koncentracijah, a brez dodane EDTA. 
c) Vpliv koncentracije kalcipotriola in salicilne kisline 
V vzorcih raztopin kalcipotriola smo preverili vpliv njegovih različnih koncentracij (nizke, 
srednje in visoke) na stabilnost. Izhajali smo iz SR kalcipotriola v MeOH, s koncentracijo 
600 mg/L. Vzorce smo pripravili po postopkih, predstavljenem v Preglednici V, pri čemer 
je bila v točki A koncentracija analita 6 mg/L, v točki B 50 mg/L in v točki C 100 mg/L. 
Pri raztopinah kombinacij kalcipotriola z SA pa smo spreminjali le koncentracijo slednje, 
pri čemer je bila koncentracija analita vedno 6 mg/L. V točki D je bila koncentracija SA 6 
mg/L (razmerje analit : SA = 1 : 1), v točki E 120 mg/L (razmerje analit : SA = 1 : 20) in v 
točki F 2400 mg/L (razmerje analit : SA = 1 : 400). Vzorca A in D smo pripravili v 10 mL 
merilnih bučkah, vzorca E in F v 5 mL; za vzorca B in C pa smo SR in MeOH odmerili z 












KOMBINACIJA KALCIPOTRIOL + SA 
VPLIV TOPILA 50 µL SR + do 5 ml s topilom* 50 µL SR + 25 µL SA 1; do 5 ml s topilom* 
VPLIV 
TEMPERATURE 
50 µL SR + do 5 ml s topilom* 50 µL SR + 25 µL SA 1; do 5 ml s topilom* 
VPLIV KOVINSKIH 
IONOV 
50 µL SR + 25 µL MeOH, do 5 ml 
z 1mM EDTA 
50 µL SR + 25 µL SA 1; do 5 ml z 1mM EDTA 
VPLIV 
KONCENTRACIJE 
ANALITA in SA 
A. 100 µL SR + do 10 ml z MeOH D. 100 µL SR + 25 µL SA 2; do 10 ml z MeOH 
B. 120 µL SR + 1,38 mL MeOH E. 50 µL SR + 250 µL SA 2; do 5 ml z MeOH 
C. 160 µL SR + 0,84 mL MeOH F. 50 µL SR + do 5 ml s SA 2 
*: MeOH, MQ, DV in VV 
Koncentracije uporabljenih raztopin: SR = 600 mg/L, SA 1 = 1200 mg/L in SA 2 = 2500 mg/L 
3.5.2 pH profil raztopine kalcipotriola 
Pufrske raztopine za vrednotenje vpliva vrednosti pH na stabilnost kalcipotriola smo 
pripravili po postopku, uporabljenem v magistrski nalogi Žane Temove [24]. Najprej smo 
pripravili po 500 mL 50,0 mM raztopine Na2HPO4 in KH2PO4 v 1mM EDTA (raztopino 
EDTA smo pripravili tako, kot je navedeno v Preglednici IV). Nato smo, skladno s shemo, 
predstavljeno v Preglednici VI, izdelali raztopine soli, v katerih smo ob uporabi pH-metra 
in z dodajanjem razredčene H3PO4 oziroma NaOH uravnali želene vrednosti pH. pH-meter 
smo predhodno umerili z referenčnimi raztopinami za vrednosti pH 2, 4 in 7.  
Preglednica VI: Priprava pufrskih raztopin [24]. 
pH Na2HPO4 (mL) KH2PO4 (mL) 
2 / 25,00 
3 / 25,00 
4 / 25,00 
5 0,25 49,75 
6 6,05 43,95 
7 30,60 19,40 
8 48,45 1,55 
 
Vzorce s kalcipotriolom smo pripravili tik pred analizo s HPLC. Z avtomatsko pipeto smo 
prenesli 50 µL SR s koncentracijo 600 mg/L v 5 mL merilno bučko in vsebino dopolnili do 
oznake s posameznim pufrom. Pomerili smo jih v različnih časovnih točkah, in sicer v 
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obdobju 12 ur od priprave, med meritvami pa smo jih shranjevali pri sobni temperaturi. 
Koncentracija kalcipotriola v končnih vzorcih je bila 6 mg/L. 
 
3.6  PRIPRAVA VZORCEV ZA OPTIMIZACIJO EKSTRAKCIJE 
KALCIPOTRIOLA IZ FARMACEVTSKIH IZDELKOV 
3.6.1 Izbira topila za ekstrakcijo kalcipotriola iz mazila 
Zaradi lipofilnosti mazila (sestavine mazila so navedene v Preglednici XIX) smo morali 
najprej izbrati primerno topilo, ki bi ga popolnoma ali vsaj delno raztapljalo. Prvo izbrano 
topilo je bila zmes ACN in THF v razmerju 1 : 1, po zgledu diplomskega dela Petje Škufca 
[27]. Drugo uporabljeno topilo pa je bil MeOH. Vzorce smo pripravili z obema, tako, da 
smo v vsako od dveh 5 mL merilnih bučk natehtali po 250 mg mazila in vsebini dopolnili 
do oznake s posameznim topilom. Vzorca smo najprej 2 min mešali na vibracijskem 
mešalu in ju nato prenesli v UZ kadičko za 10 min. Vzorca smo na koncu primerjali z 
organoleptičnim vrednotenjem (motnost raztopine in velikost skupka mazila).  
3.6.2 Optimizacija in končni postopek ekstrakcije kalcipotriola iz mazila 
V 5 mL merilne bučke smo natehtali po 250 mg mazila in jih do oznake dopolnili z MeOH, 
ki smo ga izbrali kot najustreznejše topilo. Pripravili smo 6 vzorcev, od katerih smo 
vsakega različno dolgo izpostavili enemu od treh korakov ekstrakcije: čas v UZ kadički, 
čas v vodni kopeli pri 60 °C in čas mešanja z vibracijskim mešalom (Preglednica VII). 
Nato smo vsak vzorec prefiltrirali skozi filter z velikostjo por 0,45 µm, pri čem smo prvi 
mililiter filtrata zavrgli, ostanek vzorca pa prenesli v viale za analizo. 
Preglednica VII: Čas izpostavitve posameznim korakom ekstrakcije in določitev optimalnih 
pogojev. 
VZOREC 1 2 3 4 5* 6 
UZ kadička 5 min 5 min 0 min 10 min 10 min 10 min 
Vodna kopel 2,5 min 2,5 min  2,5 min  1,5 min 1 min 0 min 
Vibracijsko mešalo 1 min 0 min 1 min 1 min 1 min 1 min 
*izbrani optimalni postopek priprave vzorca 
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3.6.3 Optimizacija in končni postopek ekstrakcije kalcipotriola iz dermalne 
raztopine 
Pri pripravi vzorcev iz dermalne raztopine (DR) kalcipotriola smo najprej poskusili z 
redčenjem, pri čemer smo 250 µL DR odpipetirali v 5 mL bučko in vsebino dopolnili do 
oznake z MeOH, nato pa vzorec 30 sekund mešali na vibracijskem mešalom. Ustreznost 
postopka ekstrakcije kalcipotriola smo preverili z analizo vzorca DR s sistemom HPLC in 
rezultat primerjali z odzivom standarda. Postopek redčenja DR smo uporabili pri 
vrednotenju izkoristka ekstrakcije (glejte Poglavje 3.7). V nadaljevanju smo zaradi 
enostavnosti priprave vzorcev poskusili z neposrednim injiciranjem DR v sistem HPLC 
tako, da smo zmanjšali volumen injiciranja na 5 µL, kar smo na koncu izbrali za končni 
postopek vrednotenja vsebnosti analita in njegove stabilnosti v DR. Njegovo ustreznost 
smo preverili s primerjavo izmerjenih odzivov redčene in neposredno injicirane DR. 
Rezultate smo podali v obliki razmerja, mejo sprejemljivosti pa postavili na vrednost 100 
% ± 5 %.  
3.6.4 Vrednotenje vsebnosti kalcipotriola v farmacevtskih izdelkih Sorel na 
osnovi razvitega optimalnega postopka ekstrakcije 
Za preverjanje ustreznosti določanja koncentracije kalcipotriola v izdelkih Sorel, smo 
pripravili vzorca mazila in redčene DR z optimiziranima postopkoma ekstrakcije (za 
mazilo po postopku 5, navedenem v Preglednici VII, za DR pa po postopku, opisanem v 
podpoglavju 3.6.3) in izvedli meritve s sistemom HPLC. Prav tako smo preverili tudi 
kromatografski odziv na neposredno injicirano DR. Z upoštevanjem koncentracije v 
vzorcu in volumnom injiciranja smo iz kromatografskih odzivov vzorcev na osnovi 
umeritvene premice izračunali koncentracijo analita v izdelkih. Standardno raztopino 
kalcipotriola smo pripravili s pipetiranjem 208 µL njegove referenčne raztopine (glejte 
Podpoglavje 3.3.1) v 50 mL merilno bučko, ki smo jo dopolnili do oznake z MeOH.  
3.7  PRIPRAVA VZORCEV ZA VREDNOTENJE ANALIZNEGA 
POSTOPKA – IZKORISTEK IN PONOVLJIVOST EKSTRAKCIJE 
3.7.1 Priprava vzorcev za vrednotenje uspešnosti ekstrakcije kalcipotriola 
Za vrednotenje uspešnosti ekstrakcije smo za mazilo in  pripravili tri raztopine – raztopino 
standarda kalcipotriola, raztopino vzorca ter raztopino vzorca z dodanim standardom, in 
sicer tako, kot je prikazano v Preglednici VIII. Raztopino standarda smo pripravili z 
redčenjem referenčne raztopine kalcipotriola (glejte Podpoglavje 3.6.4). Pri pripravi 
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raztopine mazila smo uporabili predhodno optimiziran postopek ekstrakcije kalcipotriola 
(Preglednica VII), raztopino DR pa smo pripravili z redčenjem (glejte Podpoglavje 3.6.3). 
Končna koncentracija kalcipotriola v raztopini standarda (SR) in raztopini vzorca (VZ) je 
bila 2,5 mg/L. Raztopini vzorcev z dodanim standardom pa smo pripravili po enakem 
postopku kot raztopini vzorcev mazila in DR, le da smo dodatek topila MeOH zamenjali z 
dodatkom SR s koncentracijo 2,5 mg kalcipotriola/L. Raztopine smo nato pomerili s 
sistemom HPLC in s pomočjo Enačbe 1 izračunali izkoristek ekstrakcije. Kriterij 




 𝑥 100 % 
Enačba 1: Izračun izkoristka ekstrakcije. 
c1 - izmerjena koncentracija kalcipotriola v vzorcu z dodatkom standardne raztopine kalcipotriola 
c2 - izmerjena koncentracija kalcipotriola v vzorcu 
c3 - dodana koncentracija kalcipotriola v obliki standardne raztopine 
 
Preglednica VIII: Priprava posameznih raztopin za vrednotenje izkoristka ekstrakcije 
kalcipotriola.  
 RAZTOPINA SR RAZTOPINA VZ RAZTOPINA VZ + SR 
MAZILO 
208 µL OR in do 50 mL 
MeOH 
250 mg mazila v 5 mL 
MeOH 
250 mg mazila v 5 mL SR 
DERMALNA 
RAZTOPINA 
250 µL DR in do 5 mL 
MeOH 
250 µL DR in do 5 mL SR 
 
3.7.2 Ponovljivost ekstrakcije 
Ponovljivost priprave vzorcev mazila in DR z ekstrakcijo smo ovrednotili s pripravo petih 
paralel vzorca mazila in DR po postopku opisanem v Podpoglavju 3.7.1. Vzorce mazila 
smo pripravili z optimiziranim postopkom 5 (Preglednica VII), vzorce DR pa smo 20-krat 
redčili z MeOH. Meritve smo opravili s sistemom HPLC in iz kromatografskih odzivov 





3.8  PRIPRAVA VZORCEV ZA VREDNOTENJE STABILNOSTI 
KALCIPOTRIOLA V FARMACEVTSKIH IZDELKIH 
3.8.1 Mazilo Sorel 
Mazilo smo razdelili v 7 lončkov za homogeniziranje z unguatorjem. V štiri od teh smo 
dodali določeno količino SA, preostali trije pa so služili kot kontrola (postopek priprave 
vzorcev je podan v Preglednici IX). Koncentracija kalcipotriola v mazilu je 50 mg/L, za 
dodatek SA pa smo izbrali tri različne koncentracije, in sicer:  
 visoko: 20 g/L oz. 20000 mg/L oz. 2 % (razmerje kalcipotriol : SA  = 1 : 400), 
 srednjo: 1 g/L oz. 1000 mg/L oz. 0,1 % (razmerje kalcipotriol : SA = 1 : 20), 
 nizko: 50 mg/L oz. 0,005 % (razmerje kalcipotriol : SA = 1 : 1). 
Vzorca z visoko in srednjo koncentracijo smo shranjevali le pri sobni temperaturi, vzorca z 
nizko koncentracijo pa na sobni in pri povišani (40 °C) temperaturi. Vzorce brez dodane 
SA smo poleg izpostavitvi 25 °C in 40 °C izpostavili še znižani temperaturi (4 °C). 
Meritve vzorcev smo izvedli v različnih časovnih točkah znotraj obdobja enega meseca.  
Preglednica IX: Priprava vzorcev mazila Sorel za stabilnostno študijo.  
Razmerje 






SA (mg/L) Temperatura 
Mazilo 1 : 400 25 500 20000 25 °C 
Mazilo 1 : 20 25 25 1000 25 °C 
Mazilo 1 : 1 30 1,5 50 25 °C in 40 °C 
Mazilo brez SA 30 0 0 4 °C, 25 °C in 40 °C 
 
Natehtani količini mazila smo dodali izbrano količino SA in vzorec homogenizirali z 
unguatorjem 2 min pri 1700 obratih/min. Pred meritvijo ob različnih časovnih točkah smo 
iz posameznega lončka natehtali po 250 mg mazila v 5 mL merilno bučko, vsebino 
dopolnili do oznake z MeOH in ekstrahirali kalcipotriol po postopku 5 (Preglednica VII). 
Vsak vzorec smo pripravili v treh paralelah. 
3.8.2 Dermalna raztopina Sorel 
Dermalno raztopino smo skupno razdelili v 24 vial. Pripravili smo 9 vzorcev brez dodane 
SA in 15 vzorcev v kombinaciji z SA. Koncentracija kalcipotriola v vseh vialah je bila 50 
mg/L, volumen injiciranja sistema HPLC pa smo nastavili na 5 µL. Kombinacije z SA smo 
pripravili v enakih razmerjih kot pri mazilu: 
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 visoka koncentracija SA: 20 g/L oz. 20000 mg/L oz. 2 % (razmerje kalcipotriol : SA 
v vzorcu = 1 : 400), 
 srednja koncentracija SA: 1 g/L oz. 1000 mg/L oz. 0,1 % (razmerje kalcipotriol. : SA 
= 1 : 20), 
 nizka koncentracija SA: 50 mg/L oz. 0,005 % (razmerje kalcipotriol : SA = 1 : 1). 
Za pripravo vzorcev v razmerju 1 : 400 in 1 : 20 smo na tehtalni čolniček natehtali ustrezno 
količino SA, navedeno v Preglednici X, jo prenesli v 2 mL bučko in dopolnili do oznake z 
DR. Vzorec z nizko koncentracijo SA pa smo pripravili v dveh korakih, pri čemer smo 
najprej pripravili DR z razmerjem kalcipotriol : SA = 1 : 10 (1 mg SA + 2 mL DR), nato pa 
z avtomatsko pipeto prenesli 200 µL te raztopine v 2 mL merilno bučko, ki smo jo do 
oznake dopolnili z DR. Za vzorce DR brez dodatka SA pa smo prenesli po 1 mL DR 
neposredno v viale. Vzorca z visoko in srednjo koncentracijo SA smo shranjevali na sobni 
temperaturi pri 25 °C, vzorca z nizko koncentracijo ter tista brez SA pa smo shranili v 
hladilniku pri 4 °C, na sobni temperaturi in pri 40 °C (v klimatski komori). 
 
Preglednica X: Priprava vzorcev dermalne raztopine za stabilnostno študijo.  
Razmerje 
KALCIPOTROL : SA 
Volumen DR 
(mL) 




DR 1 : 400 2 40 20000 25 °C 
DR 1 : 20 2 2 1000 25 °C 
DR 1 : 10* 2 1 500 / 
DR 1 : 1 2 200 µL DR 1 : 10* 50 4 °C, 25 °C in 40 °C 
DR brez SA 1 0 0 4 °C, 25 °C in 40 °C 
*DR 1 : 10 - vzorec smo pripravili z namenom redčenja do razmerja 1 : 1, a ga nismo analizirali 
 
Za vsako temperaturno točko smo pripravili po eno bučko, ki je vsebovala DR v 
kombinaciji s SA. Pripravili smo eno bučko z razmerjem 1 : 400, eno z razmerjem 1 : 20 
ter tri z razmerjem 1 : 1 (za shranjevanje pri sobni T, 40 °C in 4 °C). Vse vzorce smo 
mešali 1 min na vibracijskem mešalu in jih sonicirali 30 sekund. Vsebino vsake od 5 bučk 
z vzorci smo nato prenesli v tri viale (skupno število vial je bilo 15). Pred analizo s 
sistemom HPLC smo viale z vzorci ponovno sonicirali 30 sekund. Vzorce DR brez 
dodatka SA, ki smo jih odpipetirali neposredno v viale, smo sonicirali le enkrat, nato pa še 
23 
 
tik pred analizo. Pripravili smo jih enako kot tiste, ki smo jim dodali SA, in sicer v treh 
vialah za izpostavitev posamezni temperaturni točki (skupno 9 vial s kontrolnimi vzorci). 
4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 STRESNI TESTI 
Osrednji namen diplomske naloge je bilo vrednotenje stabilnosti kalcipotriola v raztopinah 
in farmacevtskih izdelkih. Osnovo za vrednotenje stabilnosti predstavlja ustrezna 
stabilnostno-indikativna kromatografska metoda, ki nam omogoča dobro ločbo 
kromatografskih vrhov kalcipotriola in njegovih razgradnih produktov ter ostalih sestavin 
preiskovanega vzorca. Taka analizna metoda nam omogoča zanesljivo spremljanje 
sprememb koncentracij kalcipotriola. Za namenom preverjanja ustreznosti izbrane analizne 
metode za spremljanje stabilnosti analita smo najprej izvedli stresne teste, s katerimi smo 
pridobili oceno stabilnosti kalcipotriola. V okviru stresnega testiranja smo preverili 
stabilnost kalcipotriola, raztopljenega v vodi MQ, pri različnih pogojih. Topnost 
kalcipotriola v vodi je 13,5 mg/L, zato smo za pripravo vzorcev izbrali koncentracijo 10 
mg/L, saj bi pri višjih vrednostih lahko prišlo do tvorbe skupkov [16]. Vzorce smo 
pripravili skladno s postopkom opisanim v  Podpoglavju 3.3.2, jih izpostavili stresnim 
pogojem in analizirali po enem in dveh dneh. Rezultati stresne študije so prikazani v 
Preglednici XI. 
Preglednica XI: Rezultati stresne študije; vsebnosti kalcipotriola so podane v odstotkih.  
 
čas 0 24h 48h 
MQ 60 °C 100,0 66,3 60,4 
MQ UV 100,0 83,4 72,1 
3 % H2O2 97,2 81,3 41,1 
1mM NaOH 73,6 14,3 13,1 
1mM HCl 77,6 0,0 0,0 
 
Kalcipotriol je bil najbolj občutljiv na kislinski in bazični razkroj (Preglednica XI). Na 
njegovo stabilnost pa sta prav tako bistveno vplivala prisotnost oksidanta H2O2, nekaj manj 
pa tudi višja temperatura (60 °C). Med preučevanimi stresnimi dejavniki je imela na 
stabilnost kalcipotriola najmanj vpliva svetloba, pri čemer pa se kljub temu vsebnost 
kalcipotriola po dveh dneh vseeno zmanjša na 72 %. Vpliv vrednosti pH na stabilnost 
analita pa bomo podrobneje predstavili v nadaljevanju (Podpoglavje 4.3.5). 
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4.2 ANALIZNA METODA 
Analizno metodo so predhodno razvili v Laboratoriju za stabilnost zdravil Fakultete za 
farmacijo v Ljubljani. Pred začetkom vrednotenja stabilnosti kalcipotriola smo jo morali 
najprej ustrezno preveriti. Njenega vrednotenja smo se lotili v skladu s smernico ICH za 
validacijo analiznih metod. Preverjali smo njeno linearnost, ponovljivost, točnost, 
specifičnost in stabilnost. 
4.2.1 Specifičnost 
V topilih in preskušanih farmacevtskih izdelkih so lahko prisotne snovi, ki bi se z 
uporabljeno instrumentalno metodo lahko eluirale ob podobnem retencijskem času kot 
kalcipotriol ter s tem motile njegovo analizo. Za vrednotenje specifičnosti metode smo 
primerjali kromatograme vseh uporabljenih topil (primer za vodo MQ, Kromatogram 1 v 
Prilogi), salicilne kisline (Kromatogram 2 v Prilogi) in mazilne podlage s kromatogramom 
standarda kalcipotriola v MeOH (Kromatogram 3 v Prilogi). Sestavi testiranega mazila 
Sorel smo se najbolje približali z analizo mazila narejenega z mazilno podlago Belobaza 
(Kromatogram 4 v Prilogi), katere glavne sestavine so enake tistim v omenjenem 
farmacevtskem pripravku, a brez kalcipotriola (sestavi mazila Sorel in Belobaze sta 
navedeni v Preglednici XIX v Prilogi). Pri nobeni od analiz navedenih vzorcev nismo 
opazili interferenc s kromatografskim vrhom kalcipotriola. Specifičnost metode smo 
dodatno zanesljivo potrdili še s stresnimi vzorci, kjer smo z odsotnostjo kromatografskega 
vrha analita 24 ur po dodatku HCl (Kromatogram 5 v Prilogi), zaradi razpada 
kalcipotriola, nedvoumno dokazali, da pogoji stresnih testov ne motijo analize. Tudi v 
stresnem vzorcu z NaOH smo po 24 urah zaznali upad koncentracije kalcipotriola 
(Kromatogram 6 v Prilogi). Ugotovili smo torej, da se kromatografski vrhovi topil, 
mazilne podlage, produktov razpada analita in standarda ne prekrivajo ter tako potrdili 
specifičnost metode uporabljane analizne metode.  
4.2.2 Linearnost 
Iz izmerjenih analiznih odzivov kalibracijskih vzorcev z znanimi koncentracijami 
kalcipotriola smo izračunali enačbo regresijske premice in vrednost determinacijskega 
koeficienta, ki je ustrezal postavljenemu kriteriju R2  >0,999 (Slika 2). Tako smo dokazali, 




Slika 2: Umeritvena krivulja kalcipotriola; AUC – površina pod krivuljo (ang. area under the 
curve).  
4.2.3 Točnost in ponovljivost injiciranja 
Za vrednotenje točnosti, natančnosti in ponovljivosti injiciranja smo izbrali kontrolne 
vzorce z visoko, srednjo in nizko koncentracijo znotraj območja linearnosti metode. 
Pripravili smo jih po postopku, opisanem v Podpoglavju 3.3.3. Vzorce za vrednotenje 
točnosti in natančnosti smo pripravili v treh paralelah in z njimi preverjali znotraj-dnevno 
ponovljivost meritev. Glede na dobljene vrednosti točnosti in natančnosti meritev, ki so 
navedene v Preglednici XII, lahko sklepamo, da je uporaba analizne metode znotraj 
posameznega dneva točna, saj so bile vrednosti znotraj ciljnega intervala [90 – 110 %],  ter 
tudi natančna, saj je bila vrednost RSD <5 %. Med-dnevna točnost in natančnost določanja 
koncentracij kontrolnih vzorcev je bila nekoliko višja, a še vedno znotraj postavljenega 
kriterija sprejemljivosti. Pri vrednotenju ponovljivosti injiciranja smo posamezen kontrolni 
vzorec injicirali šestkrat zapored, odstopanja med posameznimi odzivi pa so bila, sodeč po 























Preglednica XII: Točnost, natančnost in ponovljivost injiciranja vzorcev.  
KONTROLNI 
VZORCI 




znotraj-dnevna med-dnevna znotraj-dnevna med-dnevna RSD (%) 
QC 5 % 99,4 89,5 0,15 0,72 0,05 
QC 30 % 98,2 95,2 2,75 0,13 0,07 
QC 80 % 98,7 92,2 0,77 0,81 0,08 
 
Točnost meritev pri spremenjenem volumnu injiciranja 
Preverili smo tudi točnost meritev pri spremenjenem volumnu injiciranja. Vzorec QC z 
visoko koncentracijo kalcipotriola (80 %), pripravljenega po postopku, navedenem v 
Podpoglavju 3.3.3, smo injicirali v volumnih 5 µL in 20 µL. Izmerjena kromatografska 
odziva smo primerjali med seboj, pri čemer smo tistega, določenega po  20 µL injiciranju, 
delili s faktorjem 4, da smo dobili razmerje 99,98 %. Dejstvo, da je bila analizna metoda 
točna tudi pri zmanjšanem volumnu injiciranja, smo uporabili pri vrednotenju stabilnosti 
dermalne raztopine Sorel. S tem smo se izognili redčenju DR, ki smo jo tako lahko 
injicirali neposredno, v volumnu 5 µL. 
4.2.4 Stabilnost kalcipotriola 
Rezultate preverjanja stabilnosti kontrolnih vzorcev z nizko, srednjo in visoko 
koncentracijo kalcipotriola, pripravljenih po postopku, navedenem v Podpoglavju 3.3.3, 
smo podali v obliki razmerja začetne koncentracije analita (čas 0) in njegovih koncentracij, 
določenih po 24 in 48 urah (Preglednici XIII). Kontrolni vzorci so bili shranjeni na sobni 
temperaturi in zaščiteni pred sončno svetlobo. Vsi izmerjeni vzorci so bili stabilni, saj je bil 
upad koncentracije kalcipotriola v njih po 24 in 48 urah <2 %.  
Preglednica XIII: Stabilnost kalcipotriola v kontrolnih vzorcih po 24 urah in 48 urah; rezultati so 
podani v odstotkih.  
  čas 0 24 ur 48 ur 
QC 5 %  100,0 99,3 99,0 
QC 30 %  100,0 99,2 98,7 




4.3 STABILNOST RAZTOPIN SAMEGA KALCIPOTRIOLA IN 
NJEGOVIH RAZTOPIN Z DODANO SALICILNO KISLINO 
Pri pregledu literature smo naleteli na pomanjkljive podatke o stabilnosti kalcipotriola, zato 
smo preverili njegovo stabilnost v raztopinah, da bi lahko čim bolje načrtovali stabilnostne 
študije z izdelki Sorel. Preverili smo vplive uporabljenega topila, temperature okolja, 
prisotnosti kovinskih ionov, vrednosti pH in same koncentracije kalcipotriola, kasneje pa 
tudi dodane salicilne kisline. Najprej smo preverili vplive naštetih dejavnikov na stabilnost 
kalcipotriola v raztopinah, nato pa še njegovih kombinacij s SA. V literaturi smo zasledili 
podatek, da kalcipotriol in SA nista združljiva, čeprav se oba uporabljata za zdravljenje 
luskavice [10]. Sočasna uporaba SA in kalcipotriola bi sicer v teoriji zaradi keratolitičnega 
delovanja SA lahko izboljšala absorpcijo slednjega v kožo in tako povečala učinkovitost 
zdravljenja. Prav tako bi lahko z njuno kombinacijo luskavico zdravili z različnima 
mehanizmoma, in sicer simptomatsko z odstranjevanjem plakov (SA) ter z vplivom na 
glavni dejavnik bolezni, imunski sistem (kalcipotriol). Njuno nezdružljivost smo najprej 
preverili na osnovnem nivoju, torej v raztopinah, nato pa še v izbranih farmacevtskih 
izdelkih. 
4.3.1 Vpliv topila  
Ustrezen izbor topila v pripravku je eden ključnih dejavnikov za zagotavljanje stabilnosti 
zdravilne učinkovine. V predhodnem delu stabilnostne študije smo najprej preverili vpliv 
uporabljenega topila na stabilnost samega kalcipotriola, kasneje pa tudi v kombinacijah z 
SA. Njegovo stabilnost smo ovrednotili v štirih topilih pri sobni temperaturi, in sicer v vodi 
MQ, destilirani vodi, vodovodni vodi ter v metanolu (vzorce smo pripravili po postopku, 
opisanem v Podpoglavju 3.5.1 in prikazanem v Preglednici V). Iz dobljenih rezultatov, ki 
jih prikazuje Slika 3, je razvidno, da je bil kalcipotriol najbolj stabilen v MeOH, saj se je 
njegova vsebnost po 9 dneh zmanjšala na 95,5 %. V vodi MQ ter vodovodni in destilirani 
vodi je bila njegova vsebnost že ob prvi meritvi za 20 – 35 % nižja kot v MeOH, po dveh 
dneh pa je bil upad njegove koncentracije v teh pogojih od 60 do 80 %. Pričakovano smo 
največje zmanjšanje vsebnosti analita v časovnem okviru testiranja zaznali pri uporabi 
vodovodne vode kot topila. Po 9 dneh pa se je vsebnost kalcipotriola v vseh treh vodah 
ustalila pri približno 10 % začetne vrednosti. Med uporabljenimi vodami je kalcipotriol 




Slika 3: Vsebnost raztopin kalcipotriola (%) v raztopinah, pripravljenih z različnimi topili, 
hranjenih pri sobni temperaturi ter analiziranih v 6 časovnih točkah. 
Vzorce raztopin kalcipotriola v kombinacijah z SA (razmerje kalcipotriol : SA = 1 : 1) smo 
prav tako pripravili v omenjenih  štirih topilih (MQ, DV, VV in MeOH), in sicer po 
postopku, opisanem v Podpoglavju 3.5.1 (Preglednica V). Pri njihovi pripravi smo 
upoštevali pravilni vrstni red dodajanja posameznih snovi in topil, in sicer tako, da smo 
raztopino kalcipotriola dodali nazadnje, da bi zmanjšali čas njegove izpostavljenost SA in 
tako dobili čim bolj natančen rezultat v časovni točki 0. Med analizami smo vzorce 
shranjevali pri sobni temperaturi, zaščitene pred svetlobo.  
Glede na podatke iz literature o nezdružljivosti kalcipotriola in SA smo pričakovali hiter 
upad vsebnosti kalcipotriola v vseh topilih [10]. Naši rezultati, prikazani na Sliki 4, pa 
kažejo, da je kalcipotriol v MeOH tudi v prisotnosti SA zelo stabilen, medtem ko je v 
vodnih raztopinah, podobno kot v vzorcih brez SA, zelo nestabilen. Neposreden vpliv SA 
na njegovo stabilnost smo opazili le v VV, saj je bil to edini medij, v katerem se je 









































Slika 4: Vsebnost kalcipotriola (%) v raztopinah z SA, pripravljenih v različnih topilih, hranjenih pri 
sobni temperaturi ter analiziranih v 6 časovnih točkah. 
4.3.2 Vpliv temperature 
Temperatura je eden najpomembnejših dejavnikov okolja, ki izrazito vpliva na stabilnost 
nekaterih zdravilnih učinkovin in mazilnih podlag oz. pripravkov. Vpliv povišane 
temperature na kalcipotriol in njegove kombinacije z SA v masnem razmerju 1 : 1, smo 
vrednotili v MeOH, vodi MQ, ter destilirani in vodovodni vodi (glejte Poglavje 3.5.1) pri 
40 °C. Rezultate smo primerjali z enakimi vzorci, ki so bili shranjenimi pri sobni 
temperaturi (Slika 5). 
 
Slika 5: Vsebnost kalcipotriola (%) v raztopinah brez in z SA, pripravljenih v različnih topilih, 









































































Potem, ko smo predhodno ugotovili stabilnost kalcipotriola v MeOH (glejte Poglavje 
4.3.1), smo skladno s pričakovanji zabeležili tudi najmanjši upad njegove koncentracije v 
kombinaciji z SA v tem topilu, ki pa vseeno predstavlja destabilizacijski učinek SA. Kljub 
temu je bil upad koncentracije pri povišani temperaturi večji kot v vzorcih, shranjevanih 
pri 25 °C, zato sklepamo, da je kalcipotriol bolj nestabilen pri višjih temperaturah. Trend 
upada vsebnosti kalcipotriola pri višjih temperaturah, v primerjavi s sobno temperaturo (25 
°C), je bil viden tudi v vseh ostalih vzorcih, ki smo jih shranjevali pri povišani temperaturi. 
4.3.3 Vpliv prisotnosti kovinskih ionov 
V okviru stresnega testiranja smo potrdili, da je kalcipotriol občutljiv na oksidacijo, zato 
smo njegovo oksidativno nestabilnost podrobneje raziskali in preverili, ali morda tudi 
kovinski ioni, ki so pogosto prisotni v okolju, vplivajo na njegovo stabilnost. Za 
vrednotenje smo pripravili raztopino kalcipotriola s koncentracijo 6 mg/L v 1 mM EDTA v 
vodi MQ brez in z dodatkom SA (masno razmerje kalcipotriola in SA je bilo 1 : 1), in sicer 
v treh paralelah (glejte Podpoglavje 3.5.1). Vzorce smo shranjevali pri sobni temperaturi in 
meritve izvedli v časovnem obdobju 9 dni od njihove priprave. Rezultate meritev smo 
primerjali s tistimi, ki smo jih določili v vzorcih z enako koncentracijo kalcipotriola in z 
enakim masnim razmerjem z SA (1 : 1), v vodi MQ, a brez dodatka EDTA (Slika 6). Ob 
času 0 smo najvišjo vsebnost analita določili v vzorcih brez dodane SA, nato pa v vzorcu z 
SA in EDTA. Največji upad vsebnosti kalcipotriola smo zabeležili pri vzorcu z SA, brez 
EDTA. Po 9 dneh je bil kalcipotriol najbolj stabilen v vzorcih z EDTA brez in z dodatkom 
SA. Ker je bila njegova stabilnost v teh pogojih izboljšana, smo to upoštevali pri 
načrtovanju študije vpliva pH, kjer smo vse pufre pripravili v 1 mM EDTA v vodi MQ 




Slika 6: Vpliv SA in EDTA na stabilnost kalcipotriola (%) v vodi MQ, pri sobni temperaturi. 
4.3.4 Vpliv koncentracije kalcipotriola in salicilne kisline 
V nadaljevanju smo ovrednotili še vpliv koncentracije kalcipotriola in SA na stabilnost 
prvega. Vzorce smo pripravili po postopku, ki smo ga opisali v Podpoglavju 3.5.1. Najprej 
smo vrednotili vplive različnih koncentracij kalcipotriola na njegovo stabilnost, nato pa še 
vplive različnih dodanih koncentracij SA. Ugotovili smo, da koncentracija kalcipotriola v 
MeOH ne vpliva na njegovo stabilnost, saj je bil pri vseh treh preskušanih koncentracijah 
upad vsebnosti primerljiv (Preglednica XIV). Manjši porast kromatografskega odziva,  ki 
smo ga zaznali po 17 dneh pa bi lahko bil posledica izhlapevanja topila. 
Preglednica XIV: Stabilnost različnih koncentracij kalcipotriola (%) v MeOH.  
 čas 0 1 dan 2 dni 3 dni 4 dni 6 dni 17 dni 
Koncentracija 6 mg/L 100,0 99,6 97,8 96,6 95,4 96,1 102,5 
Koncentracija 50 mg/L 100,0 98,1 97,1 96,4 94,1 95,0 100,4 
Koncentracija 100 mg/L 100,0 98,0 97,0 96,4 93,8 95,6 104,9 
 
V vzorcih s kalcipotriolom in SA smo izhajali iz najnižje koncentracije analita, ki je bila 6 
mg/L (Preglednica XIV), ki smo ji dodali ustrezne natehte SA (Preglednica XV). Postopek 
priprave teh vzorcev smo opisali v Podpoglavju 3.5.1. Pripravili smo tri različna masna 




































Preglednica XV: Stabilnost raztopin kalcipotriola (%)  in SA v MeOH. 
 
čas 0 1 dan 2 dni 3 dni 4 dni 6 dni 17 dni 
Brez SA* 100,0 99,6 97,8 96,6 95,4 96,1 102,5 
Razmerje 1 : 1 102,2 98,1 94,9 91,0 86,3 81,6 68,9 
Razmerje 1 : 20 79,4 30,7 12,9 6,0 1,5 0,0 0,0 
Razmerje 1 : 400 3,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
*: kalcipotriol v MeOH, v koncentraciji 6 mg/L 
Pri delu smo bili pozorni na to, da smo vzorce analizirali takoj po pripravi, kar pomeni, da 
je bil čas od priprave do analize minimalen. Pri najvišji koncentraciji dodane SA smo 
opazili zelo obsežen, skoraj popoln in takojšen razpad kalcipotriola. Zelo nestabilen je bil 
tudi v vzorcu z SA, v razmerju 1 : 20, v katerem je njegova koncentracija ob času 0 upadla 
za 20 %, po enem dnevu pa za 70 %. Najbolj stabilen je bil vzorec z masnim razmerjem 1 : 
1, v katerem je koncentracija kalcipotriola po 17 dneh 68,9 % glede na začetno ob času 0, a 
je bila kljub temu stabilnost bistveno slabša kot v vzorcu brez dodatka SA, v katerem ni 
prišlo do upada njegove vsebnosti. 
4.3.5 Profil pH 
Glavni cilj diplomskega dela je bilo vrednotenje združljivosti SA in kalcipotriola. V 
literaturi navajajo, da sta učinkovini nezdružljivi zaradi nizke vrednosti pH, ki ga ustvarja 
SA, kar smo preverili v nadaljevanju. Dejstvo je, da je kalcipotriol stabilen v alkalnem in 
nestabilen v kislem okolju [22]. Da bi ugotovili vrednosti pH, pri kateri bi še imeli 
ohranjeno aktivnost SA, obenem pa tudi vsaj delno stabilnost kalcipotriola, smo izvedli 
sistematično preverjanje stabilnosti slednjega, v odvisnosti od pH. Vzorce kalcipotriola, s 
koncentracijo 6 mg/L, smo pripravili v 7 pufrskih raztopinah z vrednostmi pH od 2 do 8 
(postopek je opisan v Podpoglavju 3.5.2). Za osnovno topilo smo uporabili vodo MQ z 
1mM EDTA, da bi zmanjšali negativne vplive morebitne prisotnosti kovinskih ionov na 
stabilnost kalcipotriola. Skrbeli smo, da smo vzorce analizirali v čim krajšem času od 
njihove priprave, kar je bilo še posebej pomembno pri nizkih vrednostih pH, saj je pri pH = 




Slika 7: Stabilnost kalcipotriola (%) pri sobni temperaturi, določena v šestih časovnih točkah, v 
odvisnosti od različnih vrednosti pH.  
Kalcipotriol je bil najbolj stabilen pri pH = 8, kjer je bila njegova koncentracija po 12 urah 
enaka 78 % začetne, najmanj pa  pri pH = 2, kjer je bil že ob času 0 njegov razpad skoraj 
popoln. Njegova stabilnost se zmanjšuje sorazmerno z zniževanjem vrednosti pH (Slika 7). 
4.4 OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJE KALCIPOTRIOLA IZ 
FARMACEVTSKIH PRIPRAVKOV  
4.4.1 Mazilo Sorel  
Pred začetkom stabilnostne študije smo optimizirali ekstrakcijo kalcipotriola iz mazila 
Sorel. Naš cilj je bil ekstrahirati ves prisoten kalcipotriol oziroma njegov čim večji del, s 
ponovljivimi kromatografskimi odzivi. Pri tem smo želeli kalcipotriol čim krajše 
izpostavljati stresnim dejavnikom, kot je npr. zvišana temperatura, ki izrazito vpliva na 
njegovo stabilnost v raztopini (Podpoglavje 4.2.3). Pri izbiri topila smo bili najprej pozorni 
na izgled raztopine mazila po pripravi vzorca. Izhodiščni postopek ekstrakcije je opisan v 
Podpoglavju 3.6.1. Kot prvo topilo smo uporabili zmes ACN in THF, v razmerju 1 : 1, in 
sicer po zgledu diplomske naloge Petje Škufca. V omenjenem delu so to topilo uporabili za 
ekstrakcijo derivatov vitamina A iz različnih kozmetičnih izdelkov, mi pa smo ga izbrali 
zato, ker imajo te spojine podobne lipofilne lastnosti kot kalcipotriol [27]. Izkazalo se je, 
da je bila zmes ACN in THF v našem primeru neuporabna, saj je mazilo ostalo v skupku, 
raztopina nad njim pa je bila bistra. Kot drugo topilo smo izbrali MeOH, pri čemer je bil 
































primeru. Vzorec, pripravljen z MeOH smo po izhodiščnem postopku ekstrakcije analizirali 
s sistemom HPLC in ugotovili, da je bil rezultat blizu pričakovanega odziva ob 100 % 
ekstrakciji (kromatografski odziv, ki bi ga imel analit v pričakovani koncentraciji 2,5 
mg/L). Zato smo izbrali MeOH kot topilo, nato pa nadaljevali z razvojem optimalnega 
postopka ekstrakcije. Vzorec smo najprej sonicirali v UZ kadički, nato ga segrevali v vodni 
kopeli s temperaturo 60 °C in na koncu še mešali z vibracijskim mešalom. Spreminjali smo 
čase uporabe UZ kadičke, vodne kopeli in mešanja na mešalu ter nato vse vzorce pred 
analizo s HPLC filtrirali skozi filter z velikostjo por 0,45 µm. Vplivi različnih parametrov 
na ekstrakcijo kalcipotriola iz mazila Sorel so prikazani v Preglednici XVI. Rezultate smo 
podali v obliki odstotkov vsebnosti analita v vzorcu, glede na navedeno vsebnost 
kalcipotriola v izdelkih Sorel. 
Preglednica XVI: Pogoji za določanje optimalnega postopka ekstrakcije kalcipotriola iz mazila 
Sorel. 
VZOREC 1 2 3 4 5 6 
UZ kadička 5 min 5 min 0 min 10 min 10 min 10 min 
Vodna kopel 2,5 min 2,5 min  2,5 min  1,5 min 1 min 0 min 
Vibracijsko mešalo 1 min 0 min 1 min 1 min 1 min 1 min 
% glede na navedeno vsebnost 98,96 56,26 98,62 98,48 99,02 98,71 
 
S krajšo izpostavljenostjo povišani temperaturi smo za doseganje primerljivih 
kromatografskih odzivov morali podaljšati čas ekstrakcije v UZ kadički. Mešanje z 
vibracijskim mešalom pa smo izvedli nazadnje, saj smo želeli mazilo predhodno čim bolj 
raztopiti. Uspešnost ekstrakcije je bila največja v primeru uporabe postopka 5 (Preglednica 
XVI). 
4.4.2 Dermalna raztopina Sorel 
Dermalno raztopino (DR) smo za namen določanja izkoristka ekstrakcije 20-krat redčili z 
MeOH  (glejte Podpoglavje 3.7.1), v nadaljevanju pa smo zaradi enostavnosti postopka 
DR kar neposredno injicirali v sistem HPLC (glejte Podpoglavje 3.6.3). S tem smo 
zmanjšali manipulacijo vzorca in možnost napak.  Primerjali smo kromatografske odzive 
redčene in neposredno injicirane DR, ter ob  upoštevanju faktorja redčenja in volumna 
injiciranja ugotovili, da med redčenim in ne-redčenim vzorcem DR ni bilo statistično 
značilnih razlik, saj je bila vrednost njunega razmerja 95,7 %. 
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4.4.3 Izkoristek ekstrakcije kalcipotriola iz dermalne raztopine Sorel 
Po razvoju optimalnega postopka ekstrakcije, smo ga ustrezno ovrednotili. Izvedli smo 
izračun izkoristka ekstrakcije in s tem potrdili uspešnost postopka. Vse vzorce smo 
pripravili po postopku opisanem v Podpoglavju 3.7.1. Pripravili smo SR kalcipotriola 
znane koncentracije ter ekstrahirane vzorce mazila in DR brez in z dodatkom standarda 
analita. Nato smo vse vzorce pomerili s sistemom HPLC in izračunali izkoristek 
ekstrakcije z uporabo Enačbe 1. Rezultati tega sklopa preiskav so prikazani v Preglednici 
XVII in ustrezajo postavljenemu kriteriju, to je 100 % ± 10 %. Izkoristek ekstrakcije je bil 
pri mazilu 98,3 %, pri DR pa 97,7 %. Z izbranim postopkom ekstrakcije smo torej uspešno 
ekstrahirali kalcipotriol iz mazila in DR. 
Preglednica XVII: Izkoristki ekstrakcije kalcipotriola (%) iz mazila in dermalne raztopine Sorel. 
  odziv RSD (%) izkoristek (%) 
 
standard (STD) 112,0 0,2  
MAZILO 
mazilo 130,4 2,3 
98,3 




dermalna raztopina 131,4 2,6 
97,7 
dermalna raztopina + STD 238,5 1,4 
 
4.4.4 Ponovljivost priprave vzorcev 
Ponovljivost priprave vzorcev smo preverili tako, da smo pripravili vzorce iz mazila in DR 
v petih paralelah, in sicer po postopku, opisanem v Podpoglavju  3.7.1. Iz dobljenih 
kromatografskih odzivov smo izračunali povprečja vsake posamezne skupine vzorcev ter 
pripadajoče RSD. Rezultate smo podali v obliki RSD, izraženih v odstotkih, ki v nobenem 
primeru niso bili >5 %. Izsledki, prikazani v Preglednici XVIII kažejo, da priprava vzorcev 
iz obeh farmacevtskih izdelkov ustreza postavljenemu kriteriju, zato lahko sklepamo, da 







Preglednica XVIII: Ponovljivost priprave vzorcev z ekstrakcijo mazila in dermalne raztopine Sorel. 
VZOREC MAZILO DERMALNA RAZTOPINA 
1 125,6 133,5 
2 133,2 140,7 
3 129,7 127,5 
4 132,3 129,7 
5 131,1 134,9 
RSD (%) 2,3 3,8 
 
4.4.5 Vrednotenje vsebnosti kalcipotriola v izdelkih Sorel 
Pred začetkom stabilnostne študije z izdelki Sorel smo določili dejansko vsebnost 
kalcipotriola v zdravilu in jo primerjali z deklarirano. Vzorce mazila in DR Sorel smo 
pripravili skladno s postopkoma, opisanima v Podpoglavju 3.6.4, in sicer v petih paralelah, 
takoj po odprtju izdelkov. Na osnovi izmerjenih kromatografskih odzivov smo izračunali 
povprečno vsebnost kalcipotriola v DR, ki je bila 52,3 mg/L (navedena 50 mg/L) ter v 
mazilu, kjer je znašala 48,7 mg/L (navedena 50 mg/L). Skladno s postavljenimi kriteriji, se 
je eksperimentalno ugotovljena vsebnost analita ujemala z navedeno (100 ± 5 %), 
izmerjene vrednosti pa smo nato uporabili pri načrtovanju in izvedbi stabilnostne študije. 
Na osnovi izmerjenih vsebnosti kalcipotriola smo določili tudi količino SA, ki smo jo 
dodali mazilu in DR za doseganje njene želene koncentracije SA v izdelku.  
4.5 STABILNOSTNE ŠTUDIJE 
Izvedbe testov stabilnosti smo se lotili zato, da bi ovrednotili združljivosti zdravilne 
učinkovine kalcipotriola in keratolitične SA v mazilu in dermalni raztopini Sorel. Njuno 
nezdružljivost smo preverili v realnem sistemu v obdobju enega meseca, ob uporabi 
različnih koncentracijah SA. Ker je kalcipotriol ugotovljeno (glejte Podpoglavje 4.3.6) 
zelo nestabilen pri nižjih vrednostih pH, SA pa pH v vodnih pripravkih znižuje, smo želeli 
smo določiti tisto koncentracijo SA v mazilu in dermalni raztopini Sorel, pri kateri bi še 
izkazovala keratolitične lastnosti, obenem pa čim manj vpliva na stabilnost kalcipotriola. 
Testirali smo združljivost obeh učinkovin pri treh različnih koncentracijah SA, in sicer 
tako, da smo jo v mazilo in DR dodali v določenih količinah. Za najvišjo koncentracijo 
smo izbrali 20 g/L oz. 2 %, saj je to najnižja količina SA, ki se uporablja v terapiji 
luskavice, obenem pa predstavlja tudi najvišjo dovoljeno koncentracijo v kozmetičnih 
izdelkih, ki se ne spirajo s kože [10, 28]. Ta koncentracija SA je s koncentracijo 
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kalcipotriola tvorila razmerje 400 : 1. Srednja koncentracijska točka je bila 0,1 g/L oz. 0,1 
% SA, s katero smo pripravili masno razmerje kalcipotriol : SA = 1 : 20. Najnižja 
koncentracijska točka pa je bila 50 mg/L SA, z njo pa smo pripravili masno razmerje 1 : 1 
s kalcipotriolom. Vsebnost kacipotriola smo spremljali en mesec pri temperaturah 4 °C, 25 
°C in 40 °C. Razlog za izbor temperaturne točke 4 °C je bilo navodilo na ovojnini mazila 
Sorel, ki priporoča, da naj se izdelek ne shranjuje v hladilniku. Želeli smo namreč preveriti, 
ali se navodilo nanaša na kalcipotriol ali le na sestavine mazilne podlage (vpliv na 
konsistenco izdelka). Pri povišani temperaturi pa smo želeli preveriti ostrejše pogoje 
shranjevanja in ugotoviti njen vpliv na stabilnost kalcipotriola v izdelku. 
4.5.1 Mazilo Sorel  
4.5.1.1 Mazilo brez dodane salicilne kisline 
Po enem mesecu shranjevanja mazila brez dodane SA pri temperaturah 4 °C, 25 °C in 40 
°C, smo upad vsebnosti kalcipotriola za 10 % zaznali le v mazilu, ki je bilo shranjeno pri 
povišani temperaturi (40 °C) in vlagi. Mazili, ki smo ju shranjevali pri sobni temperaturi in 
4 °C  pa sta z vidika vsebnosti kalcipotriola ostali stabilni (Slika 8), opazili pa smo le 
pričakovano razliko v njuni konsistenci. Mazilo, ki smo ga shranili v hladilniku, je bilo ob 
organoleptičnem vrednotenju trše na dotik, zato sklepamo, da nižja temperatura vpliva le 
na mazilno podlago, na pa tudi na stabilnost kalcipotriola v izdelku. 
 
Slika 8: Časovna stabilnost vsebnosti kalcipotriola (%) v mazilu Sorel brez dodane SA, pri 

































4.5.1.2 Mazilo z dodano salicilno kislino 
Za vrednotenje stabilnosti kalcipotriola v mazilu z dodano SA smo pripravili štiri vzorce, 
in sicer dva z nizko, enega s srednjo in enega z visoko koncentracijo SA. Izdelali smo jih 
po postopku, opisanem v Podpoglavju 3.8.1, kjer smo mazilo natehtali v lonček, mu dodali 
ustrezno količino SA in vzorec homogenizirali. Vzorca z visoko in srednjo ter enega od 
dveh z nizko koncentracijo SA, smo shranili pri sobni temperaturi, drugi vzorec z nizko 
koncentracijo SA pa pri 40 °C. Pred vsako meritvijo s sistemom HPLC smo iz vzorcev 
mazil ekstrahirali kalcipotriol po optimiziranem postopku (Preglednica VII). Stabilnost 
analita v vzorcih smo merili v različnih časovnih točkah znotraj obdobja enega meseca od 
njihove priprave.  
Glede na naše izsledke ugotavljanja združljivosti kalcipotriola in SA v raztopinah (glejte 
Podpoglavje 4.3.4), smo pričakovali upadanje koncentracije analita, sorazmerno s 
povečevanjem količine dodane SA, ter to tudi eksperimentalno potrdili. V mazilu z 
najvišjo koncentracijo SA (razmerje kalcipotriol : SA = 1 : 400) smo že ob času 0 izmerili 
obsežen (55 %) upad vsebnosti kalcipotriola, po 24 urah pa je v vzorcu ostalo le še 6 % 
njegove začetne količine (Slika 9). V vzorcu s srednjo koncentracijo dodane SA je bil 
kalcipotriol, v primerjavi s tistim, ki je vseboval visoke koncentracije SA, bistveno bolj 
stabilen (Slika 9), a je dodatek SA kljub temu povzročil viden destabilizacijski učinek. Po 
enem mesecu je bila  vsebnost kalcipotriola le še 35 %, glede na začetno. V mazilu z nizko 
koncentracijo dodane SDA pa je bil razpad analita manj obsežen in primerljiv z mazilom 
brez SA (glejte Podpoglavje 4.5.1.1). Pri sobni temperaturi je kalcipotriol v vzorcu ostal 
stabilen, saj je bila sprememba njegove vsebnosti minimalna. V vzorcu z najnižjo 
koncentracijo dodane SA, smo pri shranjevanju na 40 °C opazili večjo nestabilnost 
kalcipotriola kot v vzorcu, ki smo ga izpostavili sobni temperaturi, saj se je njegova 




Slika 9: Časovna stabilnost vsebnosti kalcipotriola (%) v mazilu Sorel  pri različnih razmerjih med 
kalcipotriolom in SA ter različnih temperaturah shranjevanja. 
4.5.2 Dermalna raztopina Sorel 
Zdravilo dermalna raztopina Sorel je v osnovi vodna raztopina kalcipotriola (50 mg/L) s 
pomožnimi snovmi. Vodne raztopine so v primerjavi z mazili bolj podvržene 
mikrobiološki in kemijski nestabilnosti [29]. Učinkovine, raztopljene v vodi, so v 
primerjavi z učinkovinami v mazilu tudi bolj občutljive na spremembe vrednosti pH zaradi 
večjega deleža vode. Izbor topila pomembno vpliva na stabilnost kalcipotriola. Dokazali 
smo, da je nestabilen v vodi, saj se je že po dveh dneh njegova vsebnost v najbolj 
kakovostni vodi (MQ) znižala na 40 % začetne (glejte Podpoglavje 4.3.1). Najprej nas je 
zanimala stabilnost analita v vzorcih dermalne raztopine brez dodane SA, nato pa smo 
preverili še njegovo stabilnost po dodatku SA in dobljene rezultate primerjali s tistimi, ki 
smo jih pridobili pri določanju stabilnosti kalcipotriola v mazilu, z namenom, da bi 
ovrednotili tudi vpliv same formulacije.  
4.5.2.1 Dermalna raztopina brez dodane salicilne kisline 
Dermalno raztopino Sorel brez dodane SA smo shranjevali en mesec v hladilniku na 4 °C, 
na sobni temperaturi (25 °C) in pri povišani temperaturi 40 °C ter 75 % relativni vlažnosti. 
Znižanje vsebnosti kalcipotriola smo, podobno kot pri mazilu, zaznali le v vzorcu, ki smo 
ga izpostavili povišani temperaturi (Slika 10). Razliko v stabilnosti vzorcev kalcipotriola, 



























Stabilnost kalcipotriola v mazilu z dodano SA
1 : 400 25°C
1 : 20 25°
1 : 1 25°C




skoraj v celoti (glejte Podpoglavje 4.3.1) in v DR, kjer je ostal stabilen tudi po treh tednih, 
lahko pripišemo uporabi pomožnih snovi v tej formulaciji oz. farmacevtskem izdelku. 
 
Slika 10: Časovna stabilnost vsebnosti kalcipotriola (%) v dermalni raztopini Sorel, brez dodane 
SA in pri različnih temperaturah shranjevanja. 
4.5.2.2 Dermalna raztopina z dodano salicilno kislino 
Vzorce za vrednotenje stabilnosti DR z dodano SA smo pripravili po postopku, opisanem v 
Podpoglavju 3.8.2. Vzorce, ki smo jim dodali visoko in srednjo koncentracijo SA smo 
































































Slika 11: Časovna stabilnost vsebnosti kalcipotriola (%) v dermalni raztopini Sorel, v vzorcih z 
različnimi razmerji med kalcipotriolom in SA, shranjenimi pri sobni temperaturi. 
V vzorcu z razmerjem 1 : 400 smo izmerili obsežen padec vsebnosti kalcipotriola, in sicer 
na 23 % začetne vsebnosti po 3 urah ter na 14 % po dveh dneh. V vzorcu z razmerjem 1 : 
20 je bil kalcipotriol sprva bolj stabilen, saj je bila po 3 urah njegova vsebnost 73 %, a je 
nato po dveh dneh pade na 17 %, kar je primerljivo z vzorcem, ki je vseboval visoko 
koncentracijo SA (Slika 11). V vzorcu z razmerjem 1 : 1 pa je kalcipotriol ostal stabilen, 
saj je bila njegova vsebnost po 28 dneh primerljiva z vsebnostjo, določeno ob času 0 (Slika 
12). Pri primerjavi stabilnosti kalcipotriola v DR in v mazilu, bi pričakovali, da bo ta bolj 
stabilen v mazilu, ki vsebuje manj vode. V vzorcih mazila in DR z visoko koncentracijo 
SA je razpad obsežen z majhnimi razlikami, ki pa s stališča združljivosti niso bile 
pomembne. 
 
Slika 12: Časovna stabilnost vsebnosti kalcipotriola (%) v dermalni raztopini Sorel, z dodano SA v 
razmerju 1 : 1 in  pri različnih temperaturah shranjevanja.  
Vzorce DR z nizko koncentracijo SA smo shranjevali pri 4 °C, 25 °C in 40 °C ter jih 
analizirali v različnih časovnih točkah, tekom obdobja 28 dni. Upad vsebnosti kalcipotriola 
smo zaznali le pri povišani temperaturi, pri 4 °C in 25 °C pa nismo opazili bistvenih 
sprememb. Rezultati so bili primerljivi s tistimi, ki smo jih izmerili v vzorcu  mazila z 



























Stabilnost kalcipotriola v DR z nizko koncentracijo SA
1 : 1 25°C
1 : 1 40°C
1 : 1 4°C
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prav tako stabilen, pri povišani temperaturi pa je bila njegova vsebnost po enem mesecu še 
vedno >80 %. 
Na osnovi stabilnostne študije kalcipotriola v izdelkih Sorel, brez in z dodano SA, lahko 
zaključimo, da je kalcipotriol stabilen, če v izdelku ni SA. Njen destabilizacijski učinek na 
kalcipotriol smo zaznali v vseh preiskovanih pogojih, bil pa je zelo odvisen od količine 
dodane SA. Če smo izdelku dodali terapevtsko uporabne količine SA (2%), je prišlo do 
bistvene destabilizacije kalcipotriola, saj je že po enem dnevu razpadel skoraj v celoti. Na 
njegovo stabilnost v vzorcih mazila in DR je vplivala tudi povišana temperatura (40 °C), 
saj smo v vseh testiranih vzorcih, shranjenih v teh pogojih, izmerili viden upad 





Za vrednotenje stabilnosti kalcipotriola v raztopinah in v farmacevtskih izdelkih Sorel smo 
uporabili analizno metodo HPLC, ki so jo predhodno razvili v Laboratoriju za stabilnost 
zdravil na Fakulteti za farmacijo.  
 Analizno metodo smo pred začetkom dela ustrezno ovrednotili. Potrdili smo njeno 
specifičnost, s primerjavo kromatografskih vrhov; linearnost, z izračunano 
vrednostjo R2, ki je bila >0,999; točnost z rezultati, ki so ustrezali kriteriju 100 ± 10 
%; natančnost z vrednostmi RSD <5 % ter ponovljivost injiciranja, ki je bila boljša 
od postavljene meje 2 %. 
Stabilnost samega kalcipotriola v različnih raztopinah in v kombinacijah s salicilno kislino, 
smo preučili z vidika različnih dejavnikov, ki so vzrok za njegovo nestabilnost: 
 V okviru stresnega testiranja smo preverili vpliv povišane temperature, svetlobe, 
prisotnosti vodikovega peroksida, HCl in NaOH na vodne raztopine kalcipotriola. 
Vsi omenjeni dejavniki so zmanjšali njegovo stabilnost, pri čemer smo najmanjši 
upad koncentracije zabeležili v vzorcu, ki smo ga izpostavili svetlobi, največji pa v 
tistem z dodano HCl. 
 Dodatek salicilne kisline je imel destabilizacijski učinek na kalcipotriol, ki je bil 
najmanj izrazit v metanolni raztopini, v kateri je tudi sam najbolj stabilen. 
 Stabilnost kalcipotriola samega in njegovih kombinacije s SA v različnih topilih je 
padala v naslednjem vrstnem redu: metanol > voda MQ > destilirana voda > 
vodovodna voda. 
 Povišana temperatura je zmanjšala stabilnost kalcipotriola in njegovih kombinacij s 
salicilno kislino. 
 Uporaba EDTA, ki kompleksira kovinske ione, je povečala stabilnost kalcipotriola in 
njegovih kombinacij s salicilno kislino. 
 Koncentracija kalcipotriola ni imela vpliva na njegovo stabilnost v metanolni 
raztopini. 
 Stabilnost kalcipotriola se je zmanjšala ob povečanju koncentracije dodane salicilne 
kisline. 
 Kalcipotriol je bil najbolj stabilen pri pH vrednosti 8, najmanj pa v kislem okolju. 
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Razvili smo postopek ekstrakcije kalcipotriola iz farmacevtskih izdelkov Sorel za 
vrednotenje njegove vsebnosti in stabilnosti:  
 Optimizirani postopek ekstrakcije kalcipotriola iz mazila Sorel temelji na 
raztapljanju v metanolu.  
 Postopek ekstrakcije iz dermalne raztopine (DR) Sorel temelji na redčenju z 
metanolom, potrdili pa smo tudi ustreznost neposrednega injiciranja DR v sistem 
HPLC.  
 Ustreznost ekstrakcijskih postopkov smo potrdili z visokimi izkoristki in 
ponovljivostmi. 
 Navedena vsebnost kalcipotriola je bila skladna z izmerjeno koncentracijo (100 ± 5 
%). 
Izvedli smo stabilnostno študijo s farmacevtskimi izdelki Sorel:  
 Rezultate pospešenih testov stabilnosti kalcipotriola smo primerjali z rezultati študije 
stabilnosti kalcipotriola v mazilu in DR pri sobni temperaturi. Ugotovili smo, da 
povišana temperatura pospeši nestabilnost kalcipotriola v preiskovanih izdelkih. 
 Ovrednotili smo vpliv dodatka salicilne kisline (SA) na stabilnost kalcipotriola v 
obeh farmacevtskih oblikah (mazilo in DR). Pri najnižji koncentraciji dodane SA 
(razmerje kalcipotriol : SA = 1 : 1) kalcipotriol ostane stabilen, z zvišanjem količine 
SA pa se njegova nestabilnost v obeh formulacijah poveča. 
 Ob dodatku terapevtske koncentraciji salicilne kisline (2 %) je kalcipotriol v obeh 
farmacevtskih oblikah skoraj v celoti razpadel že po enem dnevu shranjevanja pri 
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Preglednica XIX: Sestavi mazila Sorel in mazilne podlage Belobaza.  
MAZILO 
SOREL 
Beli vazelin, prečiščena voda, redko tekoči parafin, propilenglikol, α-tokoferilacetat, 
natrijev hidrogenfosfat dihidrat, dinatrijev edetat, makrogol stearileter 
BELOBAZA 
Prečiščena voda, beli vazelin, cetil in stearilalkohol, redko tekoči parafin, makrogol 


































Kromatogram 6: Rezultat stresne študije stabilnosti kalcipotriola v 0,1M NaOH, po 24 
urah. 
 
 
 
  
